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1. Zusammenfassung 
 
TRE5-A und DIRS-1 sind Retrotransposons aus dem eukaryotischen haploiden Organismus 
Dictyostelium discoideum. Von beiden existieren sowohl Sense- als auch Antisense-
Transkripte. Dies führte zur Vermutung einer posttranskriptionellen Regulation beider 
Retrotransposons durch zelleigene RNA-Interferenz-Prozesse. Für DIRS-1 konnte in dieser 
Arbeit gezeigt werden, dass die RNA-abhängige RNA-Polymerase RrpC als Komponente 
des RNAi-Systems in D. discoideum für die posttranskriptionelle Regulation von DIRS-1 
benötigt wird. RrpC verhindert dabei die Transkriptakkumulation von DIRS-1 und somit 
dessen Retrotransposition. Ebenfalls ist RrpC für die Synthese der DIRS-1 siRNAs 
notwendig, da im entsprechenden rrpC-Knockout-Stamm eine signifikante Reduzierung der 
siRNAs von DIRS-1 beobachtet werden konnte. 
Frühere Arbeiten konnten den Wirtsfaktor C-Modul-bindender Faktor A (CbfA) aus 
D. discoideum als Transkriptionsregulator identifizieren, der in vitro an das C-Modul von 
TRE5-A bindet. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine reduzierte Expression von 
CbfA im Stamm JH.D, mit einer CbfA-Expression von nur noch 5 %, zu einem drastischen 
Abfall der TRE5-A-Transkriptmenge und -Retrotransposition im Vergleich zum Wildtyp führt. 
Die reduzierte Transkriptmenge betrifft dabei sowohl die Sense- als auch die Antisense-
Transkripte von TRE5-A, wobei eine direkte Bindung von CbfA an die entsprechenden 
Promotorregionen von TRE5-A ausgeschlossen werden konnte. Den verschiedenen 
Domänen von CbfA scheinen dabei unterschiedliche Aufgaben zuteilzuwerden, da die C-
terminale Domäne (CTD) von CbfA die Transkriptakkumulation, aber nicht die 
Retrotranspositionsfrequenz von TRE5-A beeinflussen kann. 
Die in dieser Arbeit mit Wildtyp und JH.D durchgeführten vergleichenden RNA-Seq-
Experimente zur weiteren Funktionsaufklärung von CbfA zeigten eine Überexpression der 
Argonaut-Proteine AgnC und AgnE in der CbfA-Mutante. Dies bestätigte die bereits 
vorhandene Vermutung, dass RNAi-Prozesse an der TRE5-A-Regulation beteiligt sein 
könnten. Zur Verfügung stehende agnC- und agnE--Stämme zeigten eine TRE5-A-
Überexpression, was auf eine direkte Funktion der beiden Argonaut-Proteine in der TRE5-A-
Regulation schließen lässt. Um agnC beziehungsweise agnE im CbfA-Wildtyp-Hintergrund 
überexprimieren zu können, wurden Genaktivierungsmutanten (GA) von AgnC und AgnE 
erzeugt. Diese Stämme wurden auf ihren Einfluss auf die TRE5-A-Expression 
und -Retrotransposition hin charakterisiert. Die Überexpression von agnC oder agnE führte 
zu einem Abfall der TRE5-A-Transkriptmenge und der GA-AgnC-Stamm zeigte eine 
signifikante Reduktion der Retrotranspositionsfrequenz von TRE5-A. Dies lässt auf eine 
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posttranskriptionelle Regulation von TRE5-A schließen. CbfA jedoch scheint diese 
Regulation zu supprimieren, wodurch die TRE5-A-Retrotranspositionsaktivität im Genom 
erhalten bleibt. Dies wiederum könnte positive Effekte auf die Genomevolution von 
D. discoideum haben. 
Die in dieser Arbeit durchgeführten phylogenetischen Analysen von CbfA innerhalb und 
außerhalb der sozialen Amöben ermöglichten die Darstellung einer neuen Proteinfamilie: Die 
CbfA-ähnlichen Proteine. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Jumonji/Zinkfinger-Region 
(Jmj/ZF) am N-Terminus von CbfA eine konservierte Domäne ist, die womöglich an 
Chromatin-Modifikationsprozessen beteiligt ist. Zwischen verschiedenen Organismen ist die 
CTD sehr variabel. Dies deutet auf eine schnelle evolutionäre Entwicklung dieser Domäne 
als Ausdruck einer artspezifischen Anpassung hin. Die CbfA-Proteine der Dictyosteliidae, zu 
denen auch D. discoideum gehört, zeigen dagegen eine hohe Konservierung der CTD. Die 
CTD von Polysphondylium pallidum, eine mit D. discoideum entfernt verwandte Art, konnte in 
Genexpressionsstudien viele der von der D. discoideum-CTD beeinflussten Gene ebenfalls 
regulieren. 
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2. Summary 
 
TRE5-A and DIRS-1 are retrotransposons of the eukaryotic haploid organism Dictyostelium 
discoideum. Both elements produce sense and antisense transcripts and may therefore be 
regulated posttranscriptional by RNA interference (RNAi). In this work it was shown that the 
RNA-dependent RNA polymerase RrpC of D. discoideum is required for the 
posttranscriptional regulation of DIRS-1. RrpC prevents the accumulation of DIRS-1 
transcripts and consequently its retrotransposition. RrpC is also required for the synthesis of 
DIRS-1 siRNAs because a significant reduction of siRNAs of DIRS-1 had been observed in 
the corresponding rrpC-knockout. 
Previous work identified the C-module-binding factor A (CbfA) as a general regulator of 
transcription that binds to the C-module of TRE5-A in vitro. In this work it was shown that a 
reduced expression of CbfA in the mutant JH.D leads to a drastic reduction of sense and 
antisense transcripts and the frequency of TRE5-A retrotransposition in comparison to wild-
type cells. Direct effects of CbfA to the corresponding promoter regions of TRE5-A could be 
excluded using reporter gene assays, assuming an indirect regulatory role of CbfA. The 
different domains of CbfA seem to have different functions in the regulation of TRE5-A, 
because the C-terminal domain of CbfA can influence the accumulation of TRE5-A 
transcripts but not the frequency of retrotransposition. 
In this work comparative gene expression studies were performed in wild-type and JH.D cells 
to evaluate CbfA’s gene regulatory functions. In these experiments an overexpression of 
Argonaute proteins AgnC and AgnE in the CbfA mutant was observed. This confirmed the 
assumption that RNAi-mediated processes are involved in the regulation of TRE5-A. Knock-
out agnC- and agnE- strains were shown to overexpress TRE5-A, whereas gene activation 
mutants overexpressing agnC and agnE showed suppression of both TRE5-A expression 
and retrotransposition. This indicates a posttranscriptional regulation of TRE5-A. CbfA seems 
to repress a RNAi pathway involving AgnC and AgnE, thereby supporting the amplification of 
TRE5-A in the D. discoideum population. The continuous replication of TRE5-A may have a 
profound impact on the genome evolution of D. discoideum. 
Phylogenetic analyses uncovered a new family of proteins named "CbfA-like proteins". 
Members of this family are widespread in dictyostelids (comprising CbfA and CbfB) and 
filamentous fungi and contain a "carboxy-terminal jumonji" (JmjC) domain connected to two 
characteristic zinc finger-like motifs that together may constitute a chromatin-modifying entity. 
Among different dictyostelid species the carboxy-terminal domain (CTD) is highly variable 
despite a highly conserved "core" that exists only in CbfA proteins. Whereas the CbfA-CTDs 
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are conserved enough to allow Polysphondylium pallidum CbfA-CTD to fully adopt the 
functions of the D. discoideum ortholog, the rapid evolution of CTDs in dictyostelid CbfB 
proteins and fungal CbfA-like proteins may reflect a rapid evolutionary development required 
for species-specific adaptation. 
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3. Einleitung 
3.1 Der Organismus Dictyostelium discoideum 
 
Dictyostelium discoideum wurde Anfang des 20. Jahrhunderts in den Wäldern North 
Carolinas entdeckt und als Isolat NC4 bezeichnet (Raper, 1935). Er gehört phylogenetisch 
zur Klasse der Dictyosteliidae (Schilde und Schaap, 2013). Diese zählen zur Gruppe der 
Amoebozoa und sind mit den Tieren und Pilzen näher verwandt als den Pflanzen (Eichinger 
et al., 2005). Die Amoebozoa sind in verschiedene Gruppen unterteilt, die eine lange 
unabhängige evolutionäre Entwicklung von mehreren hundert Millionen Jahren aufweisen 
(Tekle et al., 2008). Die Analyse eines Sets von 30 orthologen Genen aller vorhandenen 
Amoebozoa-Genome führte zu der in Abbildung 1 dargestellten Topologie. Die Myxogastria, 
mit Physarum polycephalum als Vertreter, und die Dictyosteliidae bilden dabei 
Schwestergruppen (Glöckner und Noegel, 2013). Die Analysen von Glöckner und Noegel 
(2013) konnten zeigen, dass nur einige wenige hundert Amoebozoa-spezifische Gene 
existieren. Das „Kerngenom“ des letzten gemeinsamen Vorfahren aller Eukaryoten bedarf 
demnach nur geringfügigen Ergänzungen, um die Gruppe der Amoebozoa zu etablieren. Die 
verschiedenen Lebensstile und Lebenszyklen mit den entsprechenden Spezifikationen 
führten vermutlich zu den genetischen Änderungen, die zur Entstehung der verschiedenen 
Linien innerhalb der Amoebozoa führte (Glöckner und Noegel, 2013).  
 
Abb. 1: Phylogenie der Amoebozoa. Stammbaum wurde erstellt mit Hilfe von neighbour-joining anhand eines 
Gensets von 30 Orthologen der vorhandenen Amoebozoa-Genome. Für die Wurzel wurde nach humanen 
Orthologen gesucht. A.: Acanthamoeba; D.: Dictyostelium; mya: Millionen Jahre; P. pallidum: Polysphondylium; 
P. polycephalum: Physarum. (Glöckner und Noegel, 2013). 
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Die Linie der Dictyosteliidae etablierte sich vor ca. 600 Millionen Jahren. Sie stellen aufgrund 
ihres Lebenszyklus mit Ausbildung eines multizellulären Stadiums den Übergang vom 
Einzeller zum Vielzeller dar. Es existieren etwa 150 Dictyosteliidae-Arten, die in ein 
phylogenetisches System eingeordnet sind (Romeralo et al., 2011). Diese können den 
Gattungen Dictyostelium, Polysphondylium und Acytostelium zugeordnet werden (Alvarez-
Curto et al., 2005; Schaap et al., 2006). Zunächst erfolgte die Einteilung anhand 
morphologischer Charakteristika. Neuere molekulare phylogenetische Analysen der 
Sequenzen der kleinen Untereinheit der ribosomalen rRNA und der Vergleich von -Tubulin 
führten zu der Einteilung in vier Gruppen, namentlich Gruppe 1 bis 4, in welche die 
verschiedenen Arten von Dictyostelium, Polysphondylium und Acytostelium eingruppiert sind 
(Schaap et al., 2006). Genanalysen konnten zeigen, dass orthologe Gensets innerhalb der 
Arten zum großen Teil aus Elementen der allgemeinen Zellmaschinerie wie Transkription, 
Translation und Primärmetabolismus bestehen. Es konnten keine Art-spezifischen 
Genfamilien identifiziert werden, aber durchaus Art-spezifische Erweiterungen einiger 
Genfamilien (Glöckner und Noegel, 2013). Dabei handelt es sich meist um Funktionen, 
welche die interzelluläre Kommunikation betreffen (Heidel et al., 2011). Der 
Entwicklungszyklus der Dictyosteliidae scheint bereits vor circa 600 Millionen Jahren etabliert 
worden zu sein, da viele Gene des Entwicklungszyklus konserviert sind, was sowohl 
Genstruktur als auch Transkriptionsprofil betrifft (Parikh et al., 2010; Glöckner und Noegel, 
2013). D. discoideum gehört zu den am besten erforschten Arten der Dictyosteliidae. Er 
weist eine kurze Generationszeit auf und ist unter Laborbedingungen einfach zu kultivieren. 
Dies und sein besonderer Lebenszyklus mit dem Wechsel vom Einzeller zu einem 
multizellulären Organismus machten D. discoideum zu einem interessanten 
Modellorganismus für die Erforschung von z.B. Phagozytose, Chemotaxis, Zellmigration und 
Signaltransduktion. 
Im einzelligen Stadium ernährt sich D. discoideum durch Phagozytose von Bakterien. Sobald 
die Futterquellen versiegen, wird von den Zellen pulsartig zyklisches 
Adenosinmonophosphat (cAMP) sezerniert. Benachbarte Zellen reagieren, indem sie auf die 
Stelle der höchsten cAMP-Konzentration zuwandern und ihrerseits cAMP sezernieren, 
wodurch auch weiter entfernte Zellen erreicht werden (Schaap, 2011). Auf diese Weise 
schließen sich etwa 100.000 Zellen zu einem multizellulären Aggregat zusammen (Abbildung 
2). Als Pseudoplasmodium bewegen sich die Zellen, gelenkt durch Licht und Wärme, zu 
einem optimalen Standort und beginnen mit der Ausbildung des Fruchtkörpers (Schaap, 
2011). Dieser besteht aus vakuoliserten toten Stielzellen und einem Sporenkopf mit 
Sporenzellen (Bonner und Lamont, 2005). Der in dieser Arbeit verwendete Stamm AX2 
konnte aus dem Isolat NC4 selektioniert werden. Er kann sowohl auf Bakterien als auch 
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axenisch, durch Pinozytose in bakterienfreiem Flüssigmedium, kultiviert werden (Watts und 
Ashworth, 1970).  
 
 
Abb. 2: Schematische Darstellung des Lebenszyklus von Dictyostelium discoideum. Unter günstigen 
Bedingungen auskeimende Sporen ernähren sich durch Phagozytose von Bakterien und vermehren sich durch 
Zellteilung (Wachstum). Sobald die Nahrungsquellen aufgebraucht sind, wird cAMP sezerniert, welches die Zellen 
zum Zentrum der höchsten cAMP-Konzentration lenkt (Aggregation). Zum Erreichen des Aggregationszentrums 
orientieren sich die Zellen aneinander (Strömen). Das Aggregat bildet eine schleimige Oberflächenhülle und lässt 
sich in Präsporen und Prästielzellen einteilen (mound). Der Zellkomplex wandert über das Substrat, um einen 
besseren Standort zu erreichen (slug). Ausgehend von der als mexican hat bezeichneten Struktur bildet sich 
dann der Fruchtkörper (Kulmination). Dabei schieben die schließlich absterbenden Prästielzellen die 
Präsporenzellen an die Stielspitze. Diese differenzieren zu Sporen aus, die von Zellulose und Glykoproteinen 
umhüllt sind und mehrere Jahre überdauern können. (modifiziert nach Gaudet et al., 2008). 
 
D. discoideum hat ein haploides, 34 Mb großes Genom, das in sechs Chromosomen 
aufgeteilt ist. Die Chromosomen sind zwischen 4 und 9 Mb groß. D. discoideum-Zellen 
besitzen keine normalen Telomersequenzen. Stattdessen werden die Chromosomenenden 
von Bruchstücken des extrachromosomalen DNA-Elements gebildet, welches die 
ribosomalen rRNA-Gene trägt (Eichinger et al., 2005). Das vollständige 88 kb große 
extrachromosomale rDNA-Palindrom liegt in ungefähr 100 Kopien im Zellkern vor (Sucgang 
et al., 2003; Eichinger et al., 2005). Jedes Chromosom trägt an einem Ende eine 
Ansammlung des Retroelements DIRS (Dictyostelium intermediate repeat sequence), die 
vermutlich die Zentromere der Chromosomen bilden (Capello et al., 1984, 1985; Loomis et 
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al., 1995; Eichinger et al., 2005). Das Genom von D. discoideum weist mit 77,6 % einen 
hohen Gehalt an den Basen Adenin und Thymin auf. Auch besitzt das Genom eine hohe 
Gendichte. So findet sich statistisch alle 2,5 kb ein neues Gen. Es existieren ca. 12.500 
Protein-kodierende Gene, die maximal ein bis zwei, im Mittel 129 bp große, Introns besitzen. 
(Eichinger et al., 2005; dictyBase). Im D.-discoideum-Genom finden sich 418 tRNA-Gene, 
von denen etwa 20 % in Paaren oder Triplets mit identischen Antikodons vorkommen 
(Eichinger et al., 2005; dictyBase). Es existieren außerdem ungefähr 70 weitere nicht-
kodierende RNA-Gene (Aspegren et al., 2004; Hinas et al., 2006). Transposable Elemente 
stellen einen Anteil von ca. 10 % des Gesamtgenoms (Glöckner et al., 2001, 2002). Sie 
integrieren in Ansammlungen gleicher Elemente beziehungsweise im Fall der Non-LTR (long 
terminal repeat)-Retrotransposons in die Nähe von tRNA-Genen (Eichinger et al., 2005). Das 
haploide Genom von D. discoideum ist seit 2005 komplett sequenziert (Eichinger et al., 
2005).  
 
3.2 Transposable Elemente – Ein Überblick 
 
Als Transposons oder transposable Elemente bezeichnet man DNA-Sequenzen, die befähigt 
sind, innerhalb des Genoms an neuen Positionen zu integrieren. Barbara McClintock hat 
diese „springenden Gene“ erstmals in Mais entdeckt (McClintock, 1948, 1950). Sie finden 
sich nahezu in allen eukaryotischen und prokaryotischen Genomen (Zaratiegiu, 2013). Ihr 
genomischer Anteil beträgt 3 – 20 % in Pilzen, 3 – 45 % in Tieren, 1 – 10 % in Bakterien und 
in Pflanzen sogar bis zu 90 % (SanMiguel et al., 1996; Mahillon und Chandler, 1998; 
Daboussi und Capy, 2003; Hua-Van et al., 2005; Filee et al., 2007). Transposable Elemente 
verbreiten sich von einer Zelle zur anderen im Wesentlichen über horizontalen Transfer und 
sexuelle Vererbung (Hickey, 1992; Kidwell, 1992). Aufgrund ihrer Häufigkeit und der 
Fähigkeit, sich im Genom frei zu bewegen, bewirken sie eine allgemeine Instabilität des 
Genoms (Ayarpadikannan und Kim, 2014). Ihre Insertionen können verschiedenste Effekte 
auf das Wirtsgenom ausüben. So können sie die Genexpression regulieren, die 
Rekombinationsrate erhöhen und ungleiche Cross-over hervorrufen (Ayarpadikannan und 
Kim, 2014). Auch können sie neue regulatorische Sequenzen schaffen, zu epigenetischen 
Veränderungen führen und das RNA-Editing beeinflussen (Belancio et al., 2009; Cordaux 
und Batzer, 2009).  
Transposons werden anhand ihrer Zwischenprodukte klassifiziert: Klasse-I-Transposons, die 
Retrotransposons, replizieren über ein RNA-Zwischenprodukt (Finnegan, 1989). Dieses wird 
revers in eine DNA-Sequenz transkribiert und an einer neuen Position ins Genom integriert 
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(Pace und Feschotte, 2007). Klasse-II-Transposons, die DNA-Transposons, amplifizieren 
sich über ein DNA-Zwischenprodukt (Finnegan, 1989). DNA-Transposons besitzen 
endständige invertierte Sequenzwiederholungen und kodieren für eine Transposase. Diese 
schneidet das Element bei oder in der Nähe der Sequenzwiederholung aus dem Genom 
heraus und fügt es an anderer Stelle wieder ein („cut-and-paste“, Abbildung 3). Durch den 
versetzten Doppelstrangbruch entstehen kurze Sequenzverdopplungen (Finnegan, 1989; 
Levin und Moran, 2011) Eine Vermehrung dieser Transposons kann während der Zellteilung 
stattfinden, wenn die Transposition von einer Schwesterchromatide auf die andere erfolgt. 
Einige DNA-Transposons nutzen den Mechanismus der replikativen Transposition. Dabei 
verbleibt das Element an der Originalposition während eine erstellte Kopie an anderer Stelle 
ins Genom integriert wird (Shapiro, 1979; Johnson und Reznikoff, 1983; Parks et al., 2009; 
Kim, 2014). Retrotransposons verbreiten sich über einen Mechanismus, bei dem zunächst 
über eine messenger-RNA (mRNA)-Zwischenstufe eine Kopie des Elements erstellt wird, die 
dann an anderer Position im Genom eingefügt wird („copy-and-paste“) (Finnegan, 1989). Sie 
integrieren mit Hilfe der Integrase. Diese enthält in ihrer katalytischen Domäne das DDE-
Motiv (D: Asparaginsäure, E: Glutaminsäure), welches sich auch in den Transposasen der 
DNA-Transposons findet und den kurzzeitigen Doppelstrangbruch ausführt (Polard und 
Chandler, 1995; Capy et al., 1996). Transposons unterteilen sich in autonome und nicht-
autonome Elemente. Autonome Retrotransposons kodieren für die zur Reversen 
Transkription und Integration nötigen Proteine. Nicht-autonomen Retrotransposons fehlt 
mindestens eines dieser Proteine. Sie nutzen wiederum die Proteine der autonomen 
Elemente zur Mobilisierung (Capy, 2005). Autonome Retrotransposons untergliedern sich 
außerdem in LTR- (long terminal repeats) und Non-LTR-Retrotransposons.  
LTR-Retrotransposons und die vermutlich aus ihnen entstandenen Retroviren ähneln sich in 
ihrer Struktur als auch in ihrem Transpositionsmechanismus (Xiong und Eickbush, 1990; 
Doolittle und Feng, 1992; Malik et al., 2000). Sie besitzen lange endständige 
Sequenzwiederholungen und kodieren für ein gag (group specific antigen)- und pol 
(Polyprotein)- Gen. Die Gag-Proteine bilden die Virus-ähnlichen Partikel (Abbildung 3). Das 
pol-Gen wiederum kodiert die zur Transposition nötigen Enzyme: Reverse Transkriptase, 
Ribonuklease H, Integrase und Protease (Doolittle et al., 1989). Retroviren besitzen im 
Unterschied zu den LTR-Retrotransposons zusätzlich ein env-Gen (envelope), welches die 
Infektiosität der Retroviren vermittelt und sie befähigt, die Wirtszelle zu verlassen (Bannert 
und Kurth, 2006). Der sich in der 5’-LTR befindende Promotor wird von der wirtseigenen 
RNA-Polymerase II erkannt, welche die mRNA transkribiert. Die reverse Transkription der 
mRNA in komplementäre DNA (cDNA) findet in Virus-ähnlichen Partikeln statt (Abbildung 3). 
Als Primer dient eine wirtseigene tRNA (Chapman et al., 1992). Diese bindet an eine 
Bindestelle unterhalb der 5‘-LTR, wodurch eine kurze Minus-Strang-DNA (minus-strang 
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strong-stop) synthetisiert wird. Diese wird zur 3‘-LTR transportiert und dient als Primer für die 
vollständige Minus-Strang-DNA-Synthese mit der Element-mRNA als Vorlage. Eine 
Polypurin-Bindestelle oberhalb der 3‘-LTR dient als Startpunkt für die Synthese einer kurzen 
Plus-Strang-DNA (plus-strang strong-stop). Diese wiederum dient an der 5‘-LTR als Primer 
für die Synthese der Plus-Strang-DNA, wobei die bereits synthetisierte Minus-Strang-DNA 
als Vorlage dient (Boeke und Corces, 1989; Boeke und Chapman, 1991). Nach Auflösen der 
Virus-ähnlichen Partikel erfolgt anschließend, mit Hilfe der Integrase, der Transport der 
linearen Doppelstrang-DNA in den Zellkern und die Integration ins Genom. Auch hier 
entstehen durch versetzten Doppelstrangbruch Sequenzverdopplungen (Sandmeyer et al., 
1990; Kim et al., 1998). 
Tyrosin-Rekombinase-Retrotransposons bilden eine eigenständige Gruppe innerhalb der 
Retrotransposons. Das Element DIRS (Dictyostelium intermediate repeat sequence) ist für 
diese Gruppe namensgebend. DIRS-ähnliche Elemente besitzen LTRs, jedoch sind diese im 
Vergleich zu den LTR-Retrotransposons nicht direkt wiederholt sondern invertiert (Goodwin 
und Poulter, 2001). Auch besitzen Tyrosin-Rekombinase-Retrotransposons eine interne 
komplementäre Region, die sowohl 5‘-LTR als auch 3‘-LTR komplementäre Sequenzen 
enthält (Poulter und Goodwin, 2005). Statt einer Integrase kodieren sie für eine Tyrosin-
Rekombinase und bei der Integration ins Wirtsgenom entstehen keine 
Sequenzverdopplungen wie bei den LTR-Retrotransposons (Goodwin und Poulter, 2001). 
Ein möglicher Transpositionsmechanismus wird im nächsten Kapitel (3.2.1.) beschrieben. 
Die Non-LTR-Retrotransposons besitzen keine LTRs. Stattdessen flankieren zwei 
untranslatierte Regionen (UTR) am 5‘- und 3‘-Ende des Elements (Abbildung 3) für 
gewöhnlich zwei offene Leserahmen (ORF). Der ORF2 kodiert die zur Retrotransposition 
nötigen Enzyme: Endonuklease und Reverse Transkriptase (Mathias er al., 1991; Feng et 
al., 1996). Für die Transposition assoziieren die ORF1- und ORF2-Proteine mit der 
elementeigenen mRNA (Dombroski et al., 1991; Esnault et al., 2000). Sie bilden dabei einen 
Ribonukleoproteinkomplex aus (Martin, 1991; Hohjoh et al., 1996; Kulpa und Moran, 2005). 
Die Retrotransposition findet durch einen Mechanismus statt, der als target primed reverse 
transcription (TPRT) bekannt ist (Luan et al., 1993). Während der TPRT schneidet die vom 
Element kodierte Endonuklease den Minus-Strang der Ziel-DNA, wodurch eine freie 3‘-
Hydroxylgruppe (3’-OH) entsteht (Feng et al., 1996). Dieses freie 3’-OH-Ende dient der 
elementeigenen Reversen Transkriptase als Primer. Sie initiiert die cDNA-Synthese und 
nutzt die Element-mRNA als Vorlage (Feng et al., 1996; Cost et al., 2002; Kulpa und Moran, 
2006). Dann wird vermutlich der zweite Strang der Ziel-DNA gespalten und der 
komplementäre DNA-Strang des Elements synthetisiert. Die Insertion erfolgt meist unter 
Erzeugung von Sequenzverdopplungen (Kazazian und Moran, 1998). Durch nicht vollständig 
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erfolgte reverse Transkription entstehen häufig 5‘-trunkierte Kopien von Non-LTR-
Retrotransposons, die zur Retrotransposition nicht mehr befähigt sind (Szak et al., 2002). 
 
 
Abb. 3: Transpositionsmechanismen von Klasse-I- und Klasse-II-Transposons. DNA-Transposons kodieren 
für eine Transposase, welche das Element aus dem Genom herausschneidet und an anderer Stelle wieder 
einfügt. LTR-Retrotransposons kodieren für Gag-Proteine, Protease, Reverse Transkriptase und Integrase. Gag-
Proteine bilden die Virus-ähnliche Hülle. Dort wird die mRNA in cDNA umgeschrieben. Die Integrase fügt die 
Kopie des Elements ins Genom ein, Non-LTR-Retrotransposons besitzen am 5‘- und 3‘-Ende untranslatierte 
Regionen (UTR) und meist zwei offene Leserahmen (ORF), die für die zur Mobilisierung nötigen Proteine 
kodieren. RNA und ORF1- und ORF2-Proteine bilden einen Ribonukleoproteinkomplex. Die Retrotransposition 
erfolgt durch target primed reverse transcription. Tpase: Transposase, TE: transposables Element, LTR: long 
terminal repeat, RT: Reverse Transkriptase, PR: Protease, IN: Integrase, UTR: untranslatierte Region, ORF: open 
reading frame, pA: poly(A). (modifiziert nach Levin und Moran, 2011). 
 
 
3.2.1 Transposons in Dictyostelium discoideum 
 
Die ersten transposablen repetitiven Elemente wurden in D. discoideum 1983 beschrieben 
(Rosen et al., 1983; Zuker et al., 1983). Wie in Abbildung 4 zusammenfassend dargestellt, 
finden sich in D. discoideum sowohl putative DNA-Transposons als auch Retrotransposons. 
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Abb. 4: Transposable Elemente in Dictyostelium discoideum. Die Darstellung gibt eine Übersicht über die 
Transposons im Genom von D. discoideum, ihre jeweilige Größe und ihre Kopienzahl. Die grau unterlegten 
Zahlen zeigen den prozentualen Anteil der Transposongruppen am Genom von D. discoideum. Schwarz 
unterlegte Transposons integrieren in der Nähe von tRNAs. YR: Tyrosin-Rekombinase, LTR: long terminal repeat, 
bp: Basenpaare. (modifiziert nach Winckler et al., 2011). 
 
Die DNA-Transposons im Genom von D. discoideum stellen einen Anteil von circa 1,5 %. Zu 
ihnen gehören Tdd-4 und Tdd-5, thug-S und thug-T und die Dictyostelium-DNA-Transposons 
DDT-A, DDT-B und DDT-S. Die Einteilung zu den DNA-Transposons ist bei all diesen 
Elementen allerdings hypothetisch, da die kodierten Proteine keine Homologien zu 
bekannten Transposasen zeigen (Winckler et al., 2011). Die größte Gruppe der mobilen 
Elemente in D. discoideum bilden die Retrotransposons mit einem prozentualen Anteil von 
ca. 8 %. Sie untergliedern sich in LTR- und Non-LTR-Retrotransposons sowie das Tyrosin-
Rekombinase-Transposon DIRS-1 (siehe Abbildung 4). Den größten Teil der LTR-
Retrotransposons bildet Skipper (Glöckner et al., 2001). Es ist zwar ein stark exprimiertes 
Element, weist dafür allerdings eine vergleichsweise geringe Kopienzahl auf (Glöckner et al., 
2001; Winckler et al., 2005). Weitere zu den LTR-Retrotransposons zählende Elemente sind 
DGLT-A und DGLT-P (Dictyostelium gypsy-like transposon). DGLT-P gilt als ausgestorbenes 
Element, weil kein offener Leserahmen gefunden werden konnte (Glöckner et al., 2001). 
DGLT-A integriert in der Nähe von tRNA-Genen (Winckler et al., 2011). Den größten Anteil 
im Genom von D. discoideum stellen die sieben Non-LTR-Retrotransposons. Sie integrieren 
in genau definierten Abständen zu tRNA-Genen (Glöckner et al., 2001) und werden daher 
als tRNA gene-targeted retroelements oder kurz TREs bezeichnet (Winckler et al., 2005). 
TREs bevorzugen entweder Integrationsstellen oberhalb (5‘) von tRNA-Genen (TRE5-A, 
TRE5-B und TRE5-C) oder Integrationsstellen unterhalb (3‘) von tRNA-Genen (TRE3-A, 
   13  
TRE3-B, TRE3-C und TRE3-D) (Szafranski et al., 1999; Glöckner et al., 2001). Durch ihre 
präzisen Integrationsabstände zu tRNA-Genen integrieren TREs nicht in bereits vorhandene 
Kopien von TRE-Elementen, sondern im definierten Abstand zum tRNA-Gen, wodurch dort 
eventuell bereits vorhandene Elemente verschoben werden und sich somit Tandems bilden 
können (Winckler et al., 2011).  
In dieser Arbeit wurden insbesondere die Expressionen der Retroelemente DIRS-1 und 
TRE5-A untersucht. Deswegen sollen diese Elemente im Folgenden ausführlicher dargestellt 
werden. 
DIRS-1 
Das transposable Element DIRS-1 (Dictyostelium intermediate repeat sequence 1) 
unterscheidet sich von den anderen Retrotransposons aus D. discoideum durch invertierte 
terminale Wiederholungen, die fehlende DDE-Motiv-Integrase und die fehlende 
Proteasedomäne (Poulter und Goodwin, 2005; Wiegand et al., 2011). DIRS-1 besitzt 
stattdessen eine Tyrosin-Rekombinase, welche einen katalytischen Tyrosinrest zur 
Rekombination zweier doppelsträngiger DNA-Stränge nutzt (Poulter und Goodwin, 2005). Im 
Dictyostelium-Genom finden sich etwa 235 Kopien von DIRS-1 (Glöckner et al., 2001). Es ist 
ca. 4,8 kb groß, hat lange nicht identische invertierte terminale Wiederholungen (ITR) und 
beginnt und endet mit dem Trinukleotid TTT (T: Thymin) (Poulter und Goodwin, 2005). 
DIRS-1 weist drei sich überlappende offene Leserahmen auf (siehe Abbildung 5): Der erste 
kodiert für das mögliche Gag-Protein, der zweite für die Tyrosin-Rekombinase und der dritte 
schließlich für die Reverse Transkriptase, die Ribonuklase H und eine Methyltransferase 
(Piednoël et al., 2011). In der Nähe der 3‘-ITR befindet sich eine interne komplementäre 
Region (ICR), die sowohl zur 5‘-ITR als auch zur 3‘-ITR komplementäre Sequenzen aufweist 





Abb. 5: Schematische Darstellung des Tyrosin-Rekombinase-Transposons DIRS-1. DIRS-1 besteht aus drei 
sich überlappenden Leserahmen, umrandet von invertierten terminalen Wiederholungen (ITR). Am Ende des 
zweiten Leserahmens vor der 3‘-terminalen Wiederholung findet sich die interne komplementäre Region (ICR). 
GAG: gene specific antigen (diese Proteine bilden den Nukleoproteinkomplex, in dem die reverse Transkription 
stattfindet); RT: Reverse Transkriptase; RH: Ribonuklease H; MT: Methyltransferase; YR: Tyrosin-Rekombinase. 
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Im Vergleich zu den LTR-Retrotransposons weist DIRS-1 einen anderen 
Retrotranspositionsmechanismus auf. Die linke terminale Wiederholung besitzt 
Promotoraktivität und wird somit für die Transkription der mRNA benötigt (Cohen et al., 
1984). Dabei handelt es sich um ein 4,5 kb großes Transkript mit drei sich überlappenden 
offenen Leserahmen (Capello et al., 1985). Die mRNA-Transkripte akkumulieren während 
der Entwicklung und beinhalten Teile der beiden langen terminalen Wiederholungen (Cohen 
et al., 1985; Wiegand et al., 2011). Durch die DIRS-1 eigene Reverse Transkriptase wird die 
mRNA in eine lineare cDNA transkribiert (Capello et al., 1985). Die Enden der cDNA 
enthalten Fragmente der beiden ITRs, die komplementär zur ICR sind. Die ICR bringt das 5‘- 
und 3‘-Ende der cDNA zusammen und dient als Vorlage, um die ITR-Sequenzen vollständig 
zu replizieren. Die anschließende Selbstligation erzeugt eine zirkuläre einzelsträngige DNA. 
Die aus dieser erzeugte doppelsträngige zirkuläre DNA inseriert abschließend mit Hilfe der 
Tyrosin-Rekombinase ins Genom von D. discoideum ohne Zielsequenzverdopplungen zu 
erzeugen (Capello et al., 1985; Poulter und Goodwin, 2005). Die Integration von DIRS-1 
erfolgt in bereits vorhandene Kopien, so dass lange Transposon-Cluster erzeugt werden 
(Eichinger et al., 2005). DIRS-1 akkumuliert an jedem Ende aller sechs Chromosomen, wo 
diese Cluster womöglich die Zentromere von D. discoideum ausbilden (Eichinger et al., 
2005; Glöckner und Heidel, 2009). Durch Hitzeschock und andere Stresssituationen kann die 
Transkription einer 900 Nukleotid langen Antisense-RNA hervorgerufen werden (Rosen et 
al., 1983; Zuker et al., 1983). Auch scheint die rechte LTR von DIRS-1 Promotoraktivität zu 
besitzen und ist vermutlich für die Transkription eines 4 kb großen Antisense-Transkripts 
verantwortlich (Wiegand et al., 2014). Die Regulation der DIRS-1-Expression in der Zelle 
erfolgt posttranskriptionell durch verschiedene Komponenten der RNA-Interferenz-
Maschinerie (Boesler et al., 2014; Wiegand et al., 2014, siehe auch Abschnitt 3.4.1). 
TRE5-A 
Erste Studien zum Non-LTR-Retrotransposon TRE5-A wurden bereits im Jahr 1989 
veröffentlicht (Marschalek et al., 1989). Es ist bekannt, dass D.-discoideum-Zellen eine 
aktive Population dieses Retroelements enthalten (Beck et al., 2002; Siol et al., 2006). 
TRE5-A.1 ist das komplette rund 5,7 kb große, autonome Element. Es besitzt zwei offene 
Leserahmen (ORF), die von untranslatierten Regionen umrandet sind, welche wiederum in 
„Module“ eingeteilt sind (Marschalek et al., 1992; Abbildung 6). Das nicht-autonome TRE5-
A.2 weist eine ORF2-Deletion auf und wird wahrscheinlich in trans, durch das ORF2-Protein 
von TRE5-A.1, mobilisiert (Beck et al., 2002; Winckler et al., 2002; Siol et al., 2006). Die 
Rekombination zwischen TRE5-A-Elementen führte mutmaßlich zur Deletion beider ORFs 
und damit zur Entstehung der „ABC-Minielemente“, welche TRE5-A.3 genannt werden 
(Winckler et al., 2002). Wie in Abbildung 6 dargestellt, bilden das A- und B-Modul die 5‘-UTR 
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aus und das B- und C-Modul die 3‘-UTR. Das A-Modul besitzt Promotoraktivität und führt zur 
Transkription der Plus-Strang RNA von TRE5-A (Schumann et al., 1994). Das B-Modul an 
der 5‘-UTR bestimmt den Translationsstart von ORF1, seine Funktion in der 
Retrotransposition ist aber noch unbekannt (Siol et al., 2011). Das C-Modul von TRE5-A 
stellt einen schwachen Promotor dar, der die Transkription der Antisense-RNA von TRE5-A 
vermittelt (Schumann et al., 1997). Das A-Modul ist für die generelle Retrotransposition nicht 
nötig, sondern kann gegen andere Promotoren ausgetauscht werden (Siol et al., 2011). 
Dagegen ist das C-Modul beziehungsweise eine dort gebildete Sekundärstruktur für die 
Transposition essentiell (Siol et al., 2011). Der ORF1 von TRE5-A kodiert für ein 51 kDa 
großes Protein, das möglicherweise an TRE5-A-Transkripte bindet und dabei den für die 
Reverse Transkription und die anschließende Integration nötigen Ribonukleoproteinkomplex 
mit ausbildet (Winckler et al., 2002). Der ORF2 von TRE5-A kodiert für eine Reverse 
Transkriptase, eine Endonuklease und eine Cystein- und Histidin-reiche Domäne 




Abb. 6: Schematische Darstellung des Non-LTR-Transposons TRE5-A. TRE5-A besteht aus zwei sich 
überlappenden offenen Lesrahmen, umrandet von untranslatierten Regionen. A,B,C: Module der untranslatierten 
Regionen; UTR: Untranslatierte Region; ORF: Offener Leserahmen (open reading frame); EN: Endonuklease; 
RT: Reverse Transkriptase; HC: Histidin- und Cystein-reiche Domäne. (modifiziert nach Winckler et al., 2005). 
 
Wie die Transposition von TRE5-A erfolgt, ist bislang noch nicht genau bekannt. In 
Anlehnung an bekannte Non-LTR-Retrotranspositionsmechanismen erfolgt sie vermutlich 
über die sogenannte target-primed reverse transcription (Bilzer et al., 2011). Dabei bindet 
ORF2 vermutlich an das 3‘-Ende der Transposon-RNA und transportiert diese zum 
Integrationsort. Dort wird die genomische DNA gespalten und die entstandene freie 3‘-
Hydroxylgruppe als Primer für die cDNA-Synthese genutzt (Feng et al., 1996). Nach erfolgter 
Retrotransposition sind viele der neuen Kopien von TRE5-A am 5‘-Ende deletiert. Da sie 
dadurch keinen funktionellen Promotor mehr besitzen, sind sie nicht mehr mobilisierbar 
(Beck et al., 2002; Winckler et al., 2005). Die Integration erfolgt strikt positions- und 
orientierungsspezifisch rund 50 bp stromaufwärts von tRNA-Genen, wobei das 5‘-Ende des 
integrierten Retrotransposons stets am 5‘-Ende des tRNA-Gens liegt (Marschalek et al., 
1989; Hofmann et al., 1991). Diese spezifische Integration erklärt sich womöglich durch den 
Kontakt von TRE5-A zu den Transkriptionsfaktoren (TF) der RNA-Polymerase III, welche die 
Transkription der tRNA Gene vermitteln (Siol et al., 2006). Nach dem derzeitigen Modell 
     
 
A B B C 
ORF1 
EN RT HC 
5‘-UTR 3‘-UTR 
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bindet der RNA-Polymerase-III-Transkriptionsfaktor TFIIIC zuerst an die A- und B-Box, die 
Promotorelemente der tRNA-Gene. Nach erfolgreicher DNA-Bindung rekrutiert TFIIIC den 
Transkriptions-Inintiationsfaktor TFIIIB. Das ORF1-Protein von TRE5-A interagiert dann mit 
einer Untereinheit des TFIIIB, dem TBP (TATA-Bindeprotein), und bestimmt somit den 
Integrationsort von TRE5-A (Siol et al., 2006; Chung et al., 2007; Winckler, 2013).  
Beck et al. entwickelten 2002 ein Retrotranspositionssystem („TRE-Falle“, Abbildung 7), 
welches es ermöglicht, die Transpositionsfrequenz von TRE5-A in vivo zu bestimmen. Für 
diesen Test werden D. discoideum-Stämme verwendet, welche durch fehlende Expression 
einer Uridinmonophosphat-Synthase (UMPS) einen Defekt in der Pyrimidin-Neusynthese 
aufweisen. Die UMPS in D. discoideum wird vom pyr5-6-Gen kodiert und stellt ein 
bifunktionales Enzym dar, welches aus der Orotatphosphoribosyltransferase und der 
Orotidylatdecarboxylase besteht (Jacquet et al., 1988). Durch diese enzymatischen 
Aktivitäten kann Orotat in UMP umgebaut werden. Zellen mit defekter UMPS können kein 
UMP synthetisieren und sind Uracil-auxotroph (ura-). Sie benötigen von außen zugeführtes 
Uracil als Vorstufe für die Bildung von Pyrimidinbasen. Gleichzeitig sind ura--Zellen resistent 
gegen das Zytostatikum 5-Fluoroorotat (5-FO): Durch die fehlende UMPS wird 5-FO nicht in 
5-Fluoro-UMP umgewandelt, welches zu 5-Fluoro-Desoxy-UMP reduziert wird, einem 
irreversiblen Inhibitor der Thymidylat-Synthase. Im Retrotranspositionstest werden ura--
Zellen mit einem intakten UMPS-Gen transformiert und sind somit in der Lage, UMP zu 
bilden. Diese Zellen sind ura+. Das transformierte UMPS-Gen trägt in einem artifiziellen 
Intron ein tRNA-Gen, welches als Integrationsziel für TRE5-A-Elemente dient. In der Zelle 
wird das Intron inklusive des tRNA-Gens normal gespleißt, so dass funktionale UMPS 
entsteht. Die ura+-Zellen werden in einem Medium ohne Zusatz von Uracil selektioniert. 
Sobald aber ein Transpositionsereignis am artifiziellen tRNA-Gen stattfindet, wird das 
UMPS-Gen durch Insertationsmutagenese inaktiviert. Die Zellen sind ura- und können in 
Medium mit Zugabe von Uracil und 5-FO selektioniert werden. Demnach entspricht jeder in 
5-FO selektionierte Klon einem Sprungereignis eines endogenen TRE5-As. 
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Abb. 7: Schematische Darstellung des Testsystems zur Bestimmung der In-vivo-Transpositionsfrequenz 
von TRE5-A in D. discoideum. Retrotranspositionssystem mit „TRE-Falle“. In 5-FO-haltigem Medium 





: Bildung Uracil; 5-FO: 5-Fluoroorotat. 
 
 
3.3 Der C-Modul-bindende Faktor A 
 
Der C-Modul-bindende Faktor A (CbfA) wurde bei der Suche nach Proteinen entdeckt, die in 
vitro an das C-Modul von TRE5-A aus D. discoideum binden (Geier et al., 1996). Das Gen 
cbfA befindet sich auf Chromosom 3 an der Position 2308619 bis 2312032, umfasst 3414 bp 
und wird von einem Intron mit einer Länge von 412 bp unterbrochen (Horn et al., 1999). Das 
Protein CbfA hat eine Länge von 1000 Aminosäuren mit einem Molekulargewicht von 
115 kDa und besitzt drei Proteindomänen (siehe Abbildung 8). Am N-Terminus befindet sich 
die hoch konservierte JmjC/ZF-Region: Von Aminosäure 113 bis 280 befindet sich die 
Jumonji-Domäne (JmjC), die eine signifikante Ähnlichkeit zur Jumonji-Domäne des murinen 
Jumonji-Proteins aufweist (Takeuchi et al., 1995). Von Aminosäure 373 bis 414 und von 492 
bis 550 finden sich die zwei Zinkfinger-ähnlichen Domänen (ZF). Eine Asparagin-reiche 
Region mit einer Länge von 217 Aminosäuren und einem Anteil an Asparagin-Resten von 
rund 50 % trennt die JmjC/ZF-Domäne von der C-terminalen Domäne (CTD). Die CTD hat 
eine Länge von 230 Aminosäuren und trägt den AT-Haken (A: Adenin; T: Thymin; Winckler 
et al., 2004; Lucas et al., 2009). Der AT-Haken mit seinem zentralen GRP-Motiv (G: Glycin, 
R: Arginin, P: Prolin) ist für die Bindung von CbfA an die AT-reiche DNA-Sequenz des C-
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Moduls von TRE5-A über die kleine Furche der DNA essentiell (Horn et al., 1999). Die CTD 
konnte als eigenständige genregulatorische Einheit identifiziert werden (Lucas et al., 2009). 
Dafür wurden GFP-CTD-Fusionsproteine in sowohl Wildtyp- als auch in Cbfa-depletierten 
Zellen (JH.D, siehe unten) exprimiert und die allgemeine Genexpression in beiden Stämmen 
mit Hilfe von Microarray-Experimenten überprüft und verglichen. Dabei konnten viele 
unterschiedliche Gene identifiziert werden, die allein durch die CTD von CbfA reguliert 
werden können (Lucas et al., 2009). Die Funktion der anderen Domänen ist noch unklar. Die 
JmjC-Domäne könnte eine Chromatin modifizierende Aktivität besitzen, da JmjC-Domänen-
Proteine an der Demethylierung von Arginin- und Lysin-Aminogruppen in Histonen beteiligt 
sind (Trewick et al., 2005; Tsukada et al., 2006). Ein entsprechender Nachweis steht für 
CbfA jedoch noch aus. 
 
 
Abb. 8: Schematische Darstellung von CbfA. Die Struktur von CbfA besteht aus der JmjC/ZF-Region, die sich 
aus der C-terminalen Jumonji-Domäne (JmjC) und zwei Zinkfinger-Motiven (ZF) zusammensetzt, gefolgt von 
einer Asparagin-reichen (NRD) und der C-terminalen Domäne (CTD) mit AT-Haken und GRP-Motiv mit 
essentiellem zentralem Arginin zur Bindung an Adenin- und Thymin-reiche (AT)-Sequenzen. (modifiziert nach 
Lucas et al., 2009). 
 
Um mehr über die Funktion des Transkriptionsregulators zu erfahren, wurde versucht, das 
Gen cbfA im haploiden Genom von D. discoideum durch homologe Rekombination zu 
zerstören. Da diese Versuche misslangen, wurde geschlussfolgert, dass es sich bei CbfA 
vermutlich um ein für die Zelle essentielles Protein handeln könnte (Horn et al., 1999; 
Winckler et al., 2001). Daher wurde versucht, Mutanten mit geringer Expression von CbfA zu 
generieren. In ein genomisches Fragment von cbfA wurde zwischen den beiden Zinkfinger-
Domänen ein Amber-Stoppkodon (UAG) eingeführt. Anschließend wurden in den dieses 
Fragment tragenden Vektor ein Suppressor-tRNA-Gen und eine Blasticidin-
Resistenzkassette eingefügt. Dieses Konstrukt wurde in D. discoideum-Zellen transformiert. 
Über homologe Rekombination erfolgte der Knockin des Konstrukts, wobei ein Teil des cbfA-
Gens 3‘ verschoben wurde. In der entstandenen Mutante JH.D existieren zwei cbfA-Kopien: 
Eine 5‘ verkürzte, nicht-exprimierte und eine das Amber-Stoppkodon tragende vollständige 
Kopie (Winckler et al., 2001). Da D. discoideum nur in rund 4 % der Gene UAG als 
Stoppkodon nutzt, wird die Expression der tRNAGlu (CUA) toleriert, ohne Phänotypen zu 
erzeugen (Dingermann et al., 1990; Winckler et al., 2001). In der Mutante JH.D wird zu etwa 
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5 % das Amber-Stoppkodon im modifizierten cbfA-Gen von der Suppressor-tRNA erkannt. 
Dadurch kommt es zum Einbau von Glutaminsäure und der Expression eines kompletten 
CbfA-Proteins. Jedoch wird zu ca. 95 % die Translation am Amber-Stoppkodon 
abgebrochen. Der verkürzten Form von CbfA fehlt die CTD und sollte daher nicht mehr an 
seine Zielsequenzen binden können und somit nicht mehr funktionell sein (Winckler et al., 
2001). 
JH.D zeigt einen starken Entwicklungsdefekt (siehe Abbildung 9), weil Gene, die für die 
multizelluläre Entwicklung benötigt werden, nicht exprimiert werden können (Winckler et al., 
2004). Die Ursache dafür liegt möglicherweise in der fehlenden Bindung von CbfA an den 
acaA-Promotor (Siol et al., 2006a). Durch die dann fehlende Expression der 
Adenylatzyklase A (ACA) sind D.-discoideum-Zellen nicht in der Lage, cAMP für die 
interzelluläre Kommunikation während der Aggregation zu bilden. Somit werden auch alle 
durch cAMP-Pulse induzierten, für die späte multizelluläre Entwicklung nötigen Gene nicht 
aktiviert (Winckler et al., 2004; Siol et al., 2006a). Dieser Aggregationsdefekt kann jeweils 
durch die Expression von rekombinantem CbfA, die Expression rekombinanter ACA, die 
Mischung von JH.D- und Wildtypzellen sowie die Gabe von cAMP-Pulsen ganz oder 
teilweise behoben werden (Winckler et al., 2004; Siol et al., 2006a). 
 
  
Abb. 9: Entwicklungsdefekt von JH.D. CbfA wird in JH.D nur noch zu 5 % exprimiert. JH.D ist zur 
multizellulären Entwicklung nicht mehr fähig. Abgebildet sind sich vollständig entwickelte Fruchtkörper von 
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3.4 RNA-Interferenz 
 
Im Jahr 1998 injizierten Fire und Mello doppelsträngige RNA (dsRNA) in Caenorhabditis 
elegans und entdeckten, dass diese dsRNA zum Abbau der komplementären mRNA in 
C. elegans führte (Fire et al., 1998). Der Prozess der Genstilllegung über dsRNA ist als RNA-
Interferenz (RNAi) bekannt. RNAi ist in fast allen Eukaryoten vorhanden (Dogini et al., 2014). 
Dieser Prozess kann experimentell genutzt werden, um beispielsweise Genfunktionen zu 
identifizieren oder essentielle Gene von Pathogenen auszuschalten. Damit entwickelte sich 
RNAi zu einem wichtigen Werkzeug der Molekularbiologie (Dogini et al., 2014).  
 
 
Abb. 10: Schematische Darstellung zellulärer RNAi-Prozesse. Dicer- und RISC-Komplexe sind verantwortlich 
für den Abbau von viraler RNA (1) und Transposontranskripten (2). Sie blockieren die Proteinsynthese durch 
Prozessierung und Ladung kleiner in der Zelle generierter RNAs (3) und spielen eine Rolle in der RNAi-
vermittelten Inhibierung der Translation (4). Auch werden diese Komplexe genutzt, um experimentell spezifische 
Gene auszuschalten (5). (modifiziert nach www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/ 
2006/advanced.html). 
 
Der generelle Ablauf der RNAi unterteilt sich in drei wesentliche Schritte: I.) Endo- oder 
exogene lange dsRNAs, die beispielhaft von Viren oder Transposons stammen, werden von 
Ribonuklease-III-ähnlichen Dicer-Enzymen in kleine sogenannte siRNAs prozessiert 
(Abbildung 10, Bernstein et al., 2001). II.) Diese kleinen siRNAs werden entwunden und ein 
Strang wird in einen Proteinkomplex geladen, der als RNA-induced silencing complex (RISC) 
bekannt ist (Abbildung 10, Tuschl et al., 1999; Hammond et al., 2000). III.) Die geladene 
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siRNA führt den Proteinkomplex zu komplementären Ziel-mRNAs, die vom Argonauten-
Protein – als Kernkomponente von RISC – degradiert werden (Siomi und Siomi, 2009). 
Außerdem kann RISC die Proteinsynthese inhibieren und Chromatin modifizieren (Abbildung 
10, Malone und Hannon, 2009). RNAi-Mechanismen sind ebenfalls an transkriptionellen 
Gen-Silencing-Prozessen beteiligt. Dabei rufen doppelsträngige RNA-Moleküle womöglich 
die Methylierung von Promotorsequenzen hervor, wodurch Promotoren, wahrscheinlich 
durch Chromatinkondensation (Abbildung 10), inaktiviert werden (Sijen et al., 2001). Die an 
RNAi beteiligten kleinen RNAs sind small interfering (si), micro (mi) und piwi-interacting (pi) 
RNAs. siRNAs mit einer Länge von 21 Nukleotiden (nt) sind an der Genomregulation und der 
Abwehr von Viren und Transposons beteiligt (Ghidiyal und Zamore, 2009; Malone und 
Hannon, 2009). Die 26 bis 33 nt langen piRNAs binden an Argonauten-Proteine der PIWI-
Klade. Ihre Biogenese erfolgt Dicer-unabhängig in einem Amplifizierungsprozess, der als 
ping-pong loop bezeichnet wird. Sie sind an der Regulation der Chromatin-Beschaffenheit 
und der Transposonaktivität beteiligt (Ghidiyal und Zamore, 2009; Malone und Hannon, 
2009; Meister, 2013). Die miRNAs mit einer Länge von 22 nt durchlaufen ebenfalls einen 
anderen Syntheseweg. Ihre Vorläufer-RNAs werden von der RNA-Polymerase II transkribiert 
und bilden doppelsträngige Hairpin-Moleküle (Abbildung 10) aus. Diese werden von Drosha, 
einem RNase-Typ-III-Enzym, erkannt, gespalten und schließlich von Dicer zu miRNA-
Dimeren prozessiert (Meister, 2013). 
Argonauten-Proteine sind die Kernkomponente des RISC. Die Familie der Argonauten-
Proteine wird in drei Klassen unterteilt: Die AGO-Proteine, die ähnlich zu AGO1 aus 
Arabidopsis thaliana sind, des Weiteren die PIWI-Proteine, die homolog zu Piwi aus 
Drosophila melanogaster sind und schließlich die Proteine der WAGO-Klade, die in 
C. elegans anzutreffen sind (Meister, 2013). Argonauten-Proteine besitzen eine variable N-
terminale Domäne, eine PAZ (piwi-argonaute-zwille)-, eine MID (middle)- und eine PIWI 
(P-element induced wimpy testis)-Domäne. Die PAZ-Domäne verankert das 3‘-Ende, die 
MID-Domäne das 5‘-Ende der kleinen RNA. Die N-terminale Domäne wird für die Ladung der 
RNA und deren Entwindung benötigt. Die PIWI-Domäne ähnelt der Ribonuklease H, agiert 
als Endonuklease und spaltet die Ziel-RNA (Meister, 2013). 
Einige Organismen verwenden auch RNA-abhängige RNA-Polymerasen (RdRP) für die 
zellulären RNAi-Prozesse. RdRPs nutzen einzelsträngige RNAs als Vorlage zur 
Amplifizierung komplementärer RNAs. Die entstehenden dsRNAs können somit das initiale 
Silencing-Signal verstärken (Cerutti und Casas-Mollano, 2006; Wassenegger und Krezal, 
2006; Maida und Masutomi, 2011). Dabei werden die dsRNAs von Dicer-Proteinen zu 
sekundären siRNAs prozessiert, die wiederum erneut in RISC-Komplexe geladen werden 
können (Girard und Hannon, 2008). RdRPs sind auch verantwortlich für einen als 
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Transitivität bekannten Prozess. In diesem entstehen sekundäre siRNAs, und damit 
Silencing-Signale, außerhalb von Regionen, die ursprünglich von dsRNAs getriggert wurden 
(Voinnet et al., 1998; Sijen et al., 2001; Vaistij et al., 2002). 
 
3.4.1 RNAi in Dictyostelium discoideum 
 
In D. discoideum konnten viele Komponenten identifiziert werden, die für ein funktionales 
RNA-Interferenz-System entscheidend sind. So finden sich zwei Dicer-ähnliche Proteine 
DrnA und DrnB, drei RNA-abhängige RNA-Polymerasen (RdRP) RrpA, RrpB und RrpC und 
die fünf PIWI-ähnlichen Argonauten-Proteine AgnA bis AgnE (Cerutti und Casas-Mollano, 
2006). Auch das Vorhandensein kleiner regulatorischer RNAs wie siRNAs und miRNAs 
deuten auf die Präsenz eines aktiven RNAi-Systems in D. discoideum (Hinas et al., 2007). 
Bislang ist allerdings nur wenig über die Funktionen der einzelnen Komponenten bekannt. 
Den aktuellen Stand in der Erforschung der posttranskriptionellen RNA-Regulation in 
D. discoideum soll nun dieses Kapitel geben. 
Die zwei Dicer-ähnlichen Proteine DrnA und DrnB besitzen keine N-terminale Helikase-
Domäne, welche in Dicer-Proteinen anderer Organismen konserviert ist (Martens et al., 
2002; Cerutti und Casa-Mollano, 2006). Dieses Motiv findet sich allerdings in den RdRPs von 
D. discoideum, möglicherweise durch einen Domänenaustausch zwischen Dicer und RdRPs 
(Martens et al., 2002). DrnB ist für die Prozessierung von miRNAs aus ihren Vorläufer-
dsRNAs verantwortlich und auch an der Bildung sekundärer siRNAs beteiligt (Hinas und 
Söderbom, 2007; Avesson et al., 2012; Wiegand und Hammann, 2013).  
Die drei in D. discoideum vorhandenen RdRP-Homolge RrpA, RrpB und RrpC besitzen am 
N-Terminus eine Helikase-Domäne und eine RdRP-homologe Domäne (Martens et al., 
2002). RrpA und RrpB sind sich sehr ähnlich und unterscheiden sich nur in 49 von rund 2400 
Aminosäuren. Das weniger konservierte RrpC zeigt dennoch Ähnlichkeit zu allen RdRPs 
anderer Organismen (Martens et al., 2002). Alle drei RdRPs sind an der Regulation der 
beiden Retrotransposons Skipper und DIRS-1 beteiligt: So führt das Ausschalten von rrpC 
zur Erhöhung der Expression von DIRS-1. In Stämmen, in denen die Expression aller drei 
rrps nicht mehr vorhanden ist, kann jeweils eine Expressionserhöhung von Skipper 
verzeichnet werden (Kuhlmann et al., 2005). Mittlerweile existieren Knockout-Stämme aller 
drei rrp-Gene, darunter ein Triple-Knockout, woraus geschlossen werden kann, dass diese 
Gene für D. discoideum nicht essentiell sind (Wiegand und Hammann, 2013). In der rrpC--
Mutante akkumulieren sowohl Sense- als auch Antisense-Transkripte von DIRS-1 und die 
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Anzahl kleiner RNAs nimmt signifikant ab. Dies führt wiederum zur Translation der DIRS-1-
Proteine und zur erfolgreichen Retrotransposition des Transposons (Wiegand et al., 2014). 
 
 
Abb. 11: Schematische Darstellung der Argonauten-Proteine von D. discoideum. Alle in D. discoideum 
vorhandenen Argonauten-Proteine besitzen sowohl eine RNA-bindende PAZ-Domäne als auch eine katalytische 
PIWI-Domäne mit Endonuklease-Aktivität. Agn: Argonauten-Protein; PAZ: piwi-argonaute-zwille; PIWI: P-element 
induced wimpy testis. (modifiziert nach Boesler et al., 2014). 
 
Im Genom von D. discoideum kodieren fünf Gene für PIWI-ähnliche Proteine (AgnA bis E), 
die je eine PAZ- und eine PIWI-Domäne aufweisen (siehe Abbildung 11, Cerutti und Casas-
Mollano, 2006). Über die Funktion der Argonauten-Proteine in D. discoideum ist bisher nicht 
viel bekannt. Boesler et al. konnten jedoch 2014 zeigen, dass AgnA an der DIRS-1-
Regulation beteiligt ist. Ähnlich wie bei RrpC akkumulieren DIRS-1-Transkripte im agnA--
Stamm und die Menge kleiner interferierender RNAs (siRNA) von DIRS-1 nimmt ab (Boesler 
et al., 2014).  
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4. Zielsetzung der vorliegenden Arbeit 
 
Dictyostelium discoideum ist ein eukaryotischer Organismus aus der Gruppe der 
Amoebozoa. Trotz seines kompakten, haploiden Genoms mit einer hohen Gendichte weist 
D. discoideum eine hohe Anzahl an transposablen Elementen auf. Diese DNA-Sequenzen 
sind befähigt, an neuen Positionen im Genom zu integrieren. Klassifiziert werden diese 
Elemente in DNA-Transposons und Retrotransposons. Zu den Retrotransposons in 
D. discoideum gehören unter anderem DIRS-1 und TRE5-A. DIRS-1 akkumuliert an jeweils 
einem Ende der sechs Chromosomen von D. discoideum in bereits vorhandene DIRS-1-
Kopien und trägt vermutlich zur Ausbildung der Centromere bei. TRE5-A integriert sehr 
spezifisch oberhalb von tRNA-Genen. Da sowohl von DIRS-1 als auch TRE5-A Sense- und 
Antisense-Transkripte gebildet werden, wird eine Regulation beider Elemente durch das 
zelleigene RNA-Interferenz-System (RNAi) vermutet. Ein Ziel dieser Arbeit war es, 
herauszufinden, ob TRE5-A und DIRS-1 tatsächlich von RNAi reguliert werden und die 
Proteine zu identifizieren, die daran beteiligt sind. Durch den Vergleich von TRE5-A und 
DIRS-1 sollten Unterschiede in der Regulation beider Elemente durch RNAi untersucht 
werden. 
Vorangegangene Arbeiten mit Microarray-Experimenten konnten den C-Modul-bindenden 
Faktor A (CbfA) als generellen Transkriptionsregulator in D. discoideum und dessen 
Carboxy-terminale Domäne (CTD) als eigenständige genregulatorische Einheit identifizieren. 
In der Mutante JH.D, welche CbfA nur noch zu etwa 5 % im Vergleich zum Wildtyp 
exprimiert, konnte eine Reduktion der TRE5-A-Expression um bis zu 90 % ermittelt werden. 
Es sollte in dieser Arbeit daher untersucht werden, ob ein Zusammenhang zwischen RNAi-
basierter Regulation von TRE5-A und der Aufrechterhaltung der TRE5-A-Expression durch 
CbfA besteht. Dabei sollten unter anderem RNA-Seq-Analysen der CbfA-abhängigen 
Genexpression von Wildtyp und JH.D miteinander verglichen und die vorhandenen 
Microarray-Daten vervollständigt werden. 
Begleitend sollte eine phylogenetische Analyse der Domänenstruktur von CbfA innerhalb der 
sozialen Amöben weiteren Aufschluss über die Funktionen einzelner Domänen von CbfA bei 
der allgemeinen Genregulation und speziell bei der Regulation von Transposons geben. 
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5. Übersicht der Manuskripte 
 
Manuskript 1: 
The C-Module-Binding Factor Supports Amplification of TRE5-A Retrotransposons in 
the Dictyostelium discoideum Genome 
Annika Bilzer, Heike Dölz, Alexander Reinhardt, Anika Schmith, Oliver Siol und Thomas 
Winckler 
Publiziert in Eukaryotic Cell, 2011. 
Inhaltsangabe: Der C-Modul-bindende Faktor A (CbfA) bindet in vitro an das C-Modul des 
Non-LTR-Retrotransposons TRE5-A. In diesem Artikel konnte gezeigt werden, dass die 
Akkumulation der Sense- als auch der Antisense-Transkripte von TRE5-A von CbfA 
abhängig ist. Auch die Retrotransposition von TRE5-A wird positiv von CbfA reguliert. Keiner 
der beiden internen Promotoren von TRE5-A wird dabei von CbfA reguliert. Daher wird in 
diesem Artikel spekuliert, dass CbfA TRE5-A indirekt reguliert, indem es Komponenten der 
posttranskriptionellen Gen-Silencing-Maschinerie supprimiert. 
Eigenanteil: Der Hauptteil dieser Arbeit wurde von Annika Bilzer durchgeführt. Ich war an der 
Durchführung der qRT-PCR-Experimente und deren Auswertung beteiligt. Das Manuskript 




Conserved Gene Regulatory Function of the Carboxy-Terminal Domain of Dictyostelid 
C-Module-Binding Factor 
Anika Schmith, Marco Groth, Josephine Ratka, Sara Gatz, Thomas Spaller, Oliver Siol, 
Gernot Glöckner, Thomas Winckler 
Publiziert in Eukaryotic Cell, 2013. 
Inhaltsangabe: In dieser Arbeit konnte mit Hilfe von Transkriptomanalysen gezeigt werden, 
dass es sich bei CbfA um einen generellen Transkriptionsregulator handelt, der 
Genexpression positiv und negativ beeinflussen kann. Ein von CbfA stark supprimiertes Gen 
kodiert für das Argonauten-Protein AgnC, welches eine Komponente der RNA-Interferenz-
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Maschinerie in D. discoideum darstellt. Des Weiteren konnte bestätigt werden, dass die C-
terminale Domäne von CbfA eine eigenständige genregulatorische Einheit ist, die an der 
TRE5-A-Regulation beteiligt ist. Es konnte gezeigt werden, dass CbfA in der Familie der 
sozialen Amöben strukturell und funktionell stark konserviert wurde. 
Eigenanteil: Alle Experimente zur Herstellung der Transformanten wurden von mir 
ausgeführt. Die Transkriptomanalysen wurden am Leibnitz-Institut für Altersforschung Jena 
von Marco Groth durchgeführt. Ich war an der Auswertung der Daten beteiligt und habe die 
qRT-PCR-Experimente zur Bestätigung der Daten durchgeführt. Die phylogenetischen 
Analysen erstellte ich zusammen mit Thomas Spaller. Das Manuskript wurde von Thomas 
Winckler und mir verfasst. 
 
Manuskript 3: 
The Dictyostelium discoideum RNA-dependent RNA polymerase RrpC silences the 
centromeric retrotransposon DIRS-1 post-transcriptionally and is required for the 
spreading of RNA silencing signals 
Stephan Wiegand, Doreen Meier, Carsten Seehafer, Marek Malicki, Patrick Hofmann, Anika 
Schmith, Thomas Winckler, Balint Földesi, Benjamin Boesler, Wolfgang Nellen, Johan 
Reimegard, Max Käller, Jimmie Hällman, Olof Emanualsson, Lotta Avesson, Frederik 
Söderbom und Christian Hammann 
Publiziert in Nucleic Acids Research, 2014. 
Inhaltsangabe: In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass RrpC als Komponente der RNA-
Interferenz-Maschinerie in D. discoideum das Retrotransposon DIRS-1 posttranskriptionell 
supprimiert. In rrpC-Knockout-Stämmen akkumulieren DIRS-1-Transkripte, siRNAs von 
DIRS-1 verschwinden und die Transposon-Mobilität nimmt zu. Außerdem konnte dargestellt 
werden, dass RrpC an der Verbreitung von RNA-Silencing-Signalen beteiligt ist. 
Eigenanteil: Der Großteil der Experimente wurde in der Arbeitsgruppe von Prof. Christian 
Hammann durchgeführt. Die im Artikel enthaltenen qRT-PCR-Daten zur Überprüfung der 
durch Northern Blots ermittelten DIRS-1-Expression in den Mutanten wurden von mir 
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Manuskript 4: 
A host factor supports retrotransposition of the TRE5-A population in Dictyostelium 
cells by suppressing an Argonaute protein  
Anika Schmith, Thomas Spaller, Åsa Fransson, Jonas Kjellin, Benjamin Boesler, Sandeep 
Ojha, Wolfgang Nellen, Christian Hammann, Fredrik Söderbom, Thomas Winckler 
Publiziert in Mobile DNA, 2015. 
Inhaltsangabe: Mit dieser Arbeit konnte belegt werden, dass CbfA die Transposition von 
TRE5-A positiv beeinflusst, indem es die Expression des Argonauten-Proteins AgnC 
inhibiert. Durch die Supprimierung von AgnC durch CbfA, können TRE5-A-Transkripte 
akkumulieren und als Substrat für die Retrotransposition des Elements dienen. Somit konnte 
gezeigt werden, dass die Amplifikation von TRE5-A in D. discoideum zwar von RNA-
Interferenz unterdrückt wird, dies aber teilweise durch den zellulären Faktor CbfA wieder 
aufgehoben werden kann. 
Eigenanteil: Alle experimentellen Arbeiten in diesem Paper wurden von mir durchgeführt und 
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In der Dictyostelium-discoideum-Mutante JH.D, in welcher der C-Modul-bindende Faktor A 
(CbfA) nur schwach exprimiert wird, zeigte sich eine deutliche Fehlregulation von 
Transposons (Abbildung 7.1).  
 
 
Abb. 7.1: Darstellung der Transposonfehlregulation in der Mutante JH.D im Vergleich zum Wildtyp. Es 
wurden die RNA-Seq-Daten aus Manuskript 2 durch Mapping der Reads auf die Consensus-Sequenzen der 
dargestellten Transposons neu ausgewertet. Abgebildet ist der fold change der Transposonexpressionen 
JH.D/Wildtyp. Eine Expression von 1 entspräche der Wildtyp-Expression; Expressionen größer 1 entsprechen 
einer Überexpression in der Mutante. Weiße Balken: Non-LTR-Transposons; graue Balken: LTR-Transposons; 
schwarze Balken: DNA-Transposons. Ergebnisse stellen Mittelwerte von drei unabhängigen Kulturen dar ± 
Standardabweichung. : p0,05; 0,01; 0,001, in Bezug zum WT (Student`s T-Test). (Modifiziert nach 
Manuskript 4). 
 
Eine mögliche Abhängigkeit der Regulation mobiler Elemente durch CbfA betrifft sowohl 
DNA-Transposons als auch die Retrotransposons aus D. discoideum, darunter auch TRE5-A 
und DIRS-1. TRE5-A ist dabei in JH.D unterexprimiert und DIRS-1 überexprimiert (Abb. 7.1). 
Beide Retrotransposons sind in D. discoideum bereits sehr gut charakterisiert und dienen in 
dieser Arbeit als Modelle für die Transposonregulation in D. discoideum. Im Fall von TRE5-A 
konnte bereits gezeigt werden, dass die Regulation dieses Retrotransposons in Abhängigkeit 
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von CbfA nicht durch eine Bindung von CbfA an die beiden vorhandenen Promotoren (A- 
und C-Modul) erfolgt (Bilzer et al., 2011). Dies bedeutet, dass die In-vitro-Bindung von CbfA 
an das C-Modul und die Regulation von TRE5-A nicht in einem kausalen Zusammenhang 
stehen. Daher wurde ein anderer, indirekter Regulationsweg vermutet. Von TRE5-A und 
DIRS-1 ist bekannt, dass Sense- und Antisense-Transkripte gebildet werden (Rosen et al., 
1983; Zuker et al., 1983; Schumann et al., 1994; Wiegand et al., 2013). Diese Tatsache 
führte zu der Annahme, dass posttranskriptionelle Stilllegungsprozesse wie RNA-Interferenz 
(RNAi) an der Regulation dieser Retrotransposons beteiligt sein könnten. Warum das Fehlen 
des Transkriptionsregulators CbfA zu einer Fehlregulation der Transposons in D. discoideum 
führt, war bislang unklar und konnte in dieser Arbeit zum Teil aufgeklärt werden. 
 
7.1 Beeinflussung der Expression von TRE5-A durch wirtseigenen 
Transkriptionsregulator 
 
Wie schon in Abbildung 7.1 dargestellt und auch in früheren Arbeiten beobachtet (Beck, 
2002), fällt die Transkriptmenge von TRE5-A drastisch ab, sobald CbfA wie im Stamm JH.D 
unterexprimiert ist. TRE5-A gehört zu den tRNA gene-targeted retroelements (TREs), den 
Non-LTR-Retrotransposons aus D. discoideum, welche Integrationsorte in definierten 
Abständen zu tRNA-Genen vorweisen (Glöckner et al., 2001; Winckler et al., 2005). CbfA 
bindet an das C-Modul von TRE5-A in vitro (Geier et al., 1996). Da es sich bei CbfA um 
einen zelleigenen generellen Transkriptionsregulator handelt (Lucas et al., 2009), wurde 
vermutet, dass CbfA als Wirtsfaktor die Expression der Transkripte von TRE5-A unterdrückt 
und somit eine Retrotransposition dieses Elements verhindert. Doch die Ergebnisse dieser 
Arbeit zeigen, dass diese Annahme falsch war und CbfA im Gegenteil die Akkumulation der 
TRE5-A-Transkripte und die Retrotransposition fördert (siehe Manuskript 1). So konnte im 
Stamm JH.D mit stark verminderter CbfA-Expression (Winckler et al., 2001) ein drastischer 
Abfall von sowohl Sense- als auch Antisense-RNA von TRE5-A detektiert werden. Dieser 
Effekt ließ sich in Komplementationsstudien mit Expression von rekombinantem CbfA 
beziehungsweise rekombinanter carboxyterminaler Domäne (CTD) von CbfA in JH.D 
revertieren. Somit konnte gezeigt werden, dass tatsächlich CbfA beziehungsweise auch 
allein die CTD von CbfA für die Transkriptakkumulation von TRE5-A nötig ist. Der Abfall der 
Transkripte ließ auf einen direkten Einfluss von CbfA auf die beiden Promotoren von TRE5-A 
für die Expression der RNAs schließen. Dies konnte jedoch widerlegt werden (siehe 
Manuskript 1). Da sowohl Sense- als auch Antisense-RNA von TRE5-A synthetisiert werden, 
stellen die TRE5-A-Transkripte ein mögliches Ziel für die posttranskriptionelle Regulation 
durch RNA-Interferenz-Prozesse (RNAi) dar. Beeinflusst CbfA eine oder mehrere 
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Komponenten der RNAi-Maschinerie in D. discoideum und fördert dadurch die Akkumulation 
der TRE5-A-Transkripte? Tatsächlich ergaben vergleichende RNA-Seq-Analysen zwischen 
Wildtyp und JH.D (siehe Manuskript 2) eine differentielle Expression dreier Argonauten-
Proteine (Agn) und einer RNA-abhängigen RNA-Polymerase (Rrp) im CbfA schwach 
exprimierenden Stamm JH.D.  
 




Im Laufe der Untersuchungen zur Funktionsaufklärung von CbfA wurden RNA-Seq-
Experimente durchgeführt. Deren Auswertung ergab, dass in der CbfA-Mutante JH.D agnC 
etwa 230-fach und agnE etwa 3-fach im Vergleich zum Wildtyp überexprimiert wird. Die 
anderen Argonauten-Proteine und die RNA-abhängigen RNA-Polymerasen sind in JH.D im 
Vergleich zum Wildtyp nicht überexprimiert. agnA und rrpC sind dagegen in JH.D schwächer 
exprimiert als im Wildtyp. Diese Ergebnisse konnten mit Hilfe von qRT-PCR-Experimenten 
bestätigt werden (Abbildung 7.2). Zusätzlich wurden siRNAs mit einer Länge von 20 bis 22 
Nukleotiden entdeckt, die TRE5-A zugeordnet werden konnten (Hinas et al., 2007). Auch 
dies spricht für eine TRE5-A-Regulation durch RNAi-Prozesse. Es wurde daher überprüft, ob 
und welche Komponenten der RNAi-Maschinerie TRE5-A regulieren.  
 
 
Abb. 7.2: Expression verschiedener RNAi-Komponenten im Vergleich JH.D- zu Wildtypzellen. Abgebildet 
ist der fold change der Expressionen JH.D/Wildtyp. Eine Expression von 1 entspräche der Wildtyp-Expression; 
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Expressionen größer 1 entsprechen einer Überexpression in der Mutante. Graue Balken: RNA-Seq dreier 
unabhängiger Kulturen von WT und JH.D, n = 3. Schwarze Balken: qRT-PCR der drei Kulturen der RNA-Seq und 
dreier zusätzlicher unabhängiger Kulturen, n = 6. Ergebnisse stellen Mittelwerte von drei bzw. sechs 
unabhängigen Kulturen dar ± Standardabweichung. **p<0.01, ***p<0.001, # p = 0.17, in Bezug zum WT 
(Student`s T-Test). (Modifiziert nach Manuskript 4). 
 
Um testen zu können, ob Komponenten der RNAi-Maschinerie aus D. discoideum Einfluss 
auf TRE5-A haben, wurden in dieser Arbeit zunächst Knockout-Mutanten verschiedener 
RNAi-Komponenten mittels qRT-PCR auf die Expression von TRE5-A getestet. Und wie 
bereits vermutet, zeigten nur agnC-- und agnE--Zellen eine deutliche Überexpression von 
TRE5-A (siehe Manuskript 4). Wurden im jeweiligen Knockout-Hintergrund agnC 
beziehungsweise agnE überexprimiert, so gleicht sich die TRE5-A-Expression in etwa dem 
Wildtypniveau an. agnC und E sind demnach tatsächlich an der Expressionsregulation von 
TRE5-A beteiligt. Die Ergebnisse wurden allerdings mit Hilfe des CbfA-
Unterexpressionsstamms JH.D ermittelt. CbfA ist jedoch vermutlich auch für die Regulation 
der Retrotransposition beziehungsweise Integration von TRE5-A verantwortlich (siehe 
Abschnitt 7.4). Daher wurden agnC und agnE im Wildtyp überexprimiert. Dies hat den 
positiven Effekt, dass die CbfA-Expression nicht verändert ist. Gleichzeitig lässt sich 
überprüfen, ob die Überexpression von agnC und agnE zu einer Verringerung der TRE5-A-
Expression führen.  
Die Überexpression von agnC und agnE erfolgte durch Erzeugung der so genannten 
Genaktivierungsstämme (GA). Mit Hilfe homologer Rekombination wird der geneigene 
Promotor gegen einen konstitutiven Actin-15-Promotor ausgetauscht, wobei die umliegenden 
Genbereiche nicht verändert werden (Abbildung 7.3). Dies ist von Vorteil, da anschließend 
weitere Transformationen möglich sind. Und die sonst verwendeten Expressionsplasmide 
können zu vielen Insertionen an verschiedenen unbekannten Positionen im Genom führen, 
welche anormale Genexpressionen erzeugen und weiterführende Experimente verfälschen 




Abb. 7.3: Methode der Genaktivierung am Beispiel agnC. Dargestellt ist der genomische agnC-Lokus in 
D. discoideum. Durch homologe Rekombination von Genaktivierungsplasmid und genomischer DNA erfolgt die 
agnC-Expression durch den konstitutiv aktiven Actin15-Promotor. PCR: Polymerasekettenreaktion; B: BamHI-
Schnittstelle; H: HindIII-Schnittstelle; bsr: Blasticidinresistenzkassette; Act6/15P: Actin6/Actin15-Promotor –
Hybrid; Pfeile: Transkriptionsrichtung. (siehe Manuskript 4 für weitere Informationen). 
 
Die GA-Stämme, welche entweder AgnC oder AgnE überexprimieren, zeigten eine 
signifikante Reduktion der TRE5-A-Transkripte. Im AgnC-GA-Stamm konnte ebenfalls eine 
signifikante Abnahme der Retrotranspositionsfrequenz von TRE5-A verzeichnet werden. Die 
Abnahme der Retrotransposition korreliert sehr gut mit der Abnahme der Transkriptmenge: 
AngC und AgnE werden vermutlich über die siRNAs von TRE5-A zu den Transkripten 
geführt und sorgen an dieser Stelle für die Degradation der Element-RNA. Dies führt 
wiederum dazu, dass keine TRE5-A-Proteine synthetisiert werden können, welche für die 
Transposition benötigt werden. Im Fall von TRE5-A konnte somit zum ersten Mal gezeigt 
werden, dass die Regulation dieses Retrotransposons über Komponenten des zelleigenen 
RNAi-Systems erfolgt.  
 
DIRS-1 
D. discoideum scheint verschiedene Strategien für die Regulation verschiedener 
Transposons entwickelt zu haben. So wird DIRS-1 von AgnA reguliert: In agnA--Stämmen 
nimmt die Menge an DIRS1-siRNAs ab und DIRS-1-Transkripte können akkumulieren 
(Boesler et al., 2014). Auch ist die RNA-abhängige RNA-Polymerase RrpC an der DIRS-1-
Regulation beteiligt, wie bei der Erzeugung sekundärer siRNAs, welche das 
Stilllegungssignal verstärken (siehe Manuskript 3). Darauf deuten auch die Ergebnisse der 
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erwähnten RNA-Seq-Experimente hin: Dort zeigte sich in JH.D eine Unterexpression von 
agnA und rrpC und eine gleichzeitige Überxpression von DIRS-1 (siehe Abb. 7.1 und 7.2). 
Rrps sind an der TRE5-A-Regulation nicht beteiligt (siehe Manuskript 4). Ein weiterer 
Unterschied zwischen beiden Transposons zeigt sich in der Menge der siRNAs. So existiert 
eine sehr hohe Anzahl von DIRS-1-siRNAs, die bis zu 20 % aller detektierbaren siRNAs in 
D. discoideum ausmachen, während die Menge von TRE5-A-generierter siRNAs nur 0,05 % 
beträgt (Hinas et al., 2007; Manuskript 3). Ausschließen kann man bei beiden Transposons 
eine Beteiligung des Dicer-Homologs DrnB an der siRNA-Produktion und der generellen 
Transposonregulation, da der vorhandene Knockout-Stamm nicht zu entsprechenden 
Ergebnissen wie veränderter siRNA-Menge oder Expression führt. Dies scheint folgerichtig, 
da DrnB in der Zelle in erster Linie an der Bildung von miRNAs beteiligt zu sein scheint 
(Avesson et al., 2012). Über die Funktion von DrnA, ebenfalls ein Dicer-Homolog, kann nur 
spekuliert werden, da bisher noch keine entsprechenden Knockout-Stämme vorhanden sind, 
um die Proteinfunktionen zu studieren. Vermutlich ist dieses Protein im Fall von TRE5-A und 
DIRS-1 für die Bildung der primären siRNAs nötig, um die nachfolgenden RNAi-Prozesse zu 
aktivieren.  
Warum aber betreibt die Zelle im Fall von DIRS-1 einen vermeintlich höheren Aufwand, um 
die Akkumulation von Transkripten und damit Transposition von DIRS-1 zu verhindern? 
DIRS-1 ist mit 235 vorhandenen Kopien das in D. discoideum am häufigsten vorkommende 
Transposon (Glöckner et al., 2001; Eichinger et al., 2005). Die Transposition erfolgt stets in 
bereits vorhandene Kopien an jeweils einem Ende der Chromosomen, wo diese DIRS-1-
Cluster wahrscheinlich die Centromere ausbilden (Eichinger et al., 2005; Glöckner und 
Heidel, 2009). Eine unkontrollierte Vermehrung von DIRS-1 und damit ständige Integration in 
die bereits vorhandenen Cluster würde vermutlich zu einer Instabilität der Centromere 
führen. Da Centromere für die exakte Aufteilung der Chromosomen auf die Schwesterzellen 
nötig sind, würde deren Instabilität schließlich in einer Instabilität des gesamten Genoms 
resultieren. Wird durch Stilllegung von DIRS-1 die Größe der Centromere selektioniert? 
Würde DIRS-1, wenn es an einer beliebigen Position auf den Chromosomen integriert, zu 
der Ausbildung einer neuen centromeren Region führen? Und reicht dafür ein Element oder 
wird eine bestimmte Menge an Elementen und anderen Sequenzen benötigt, wie das 
beispielsweise auch in Zea mays der Fall ist? Dort wird eine bestimmte Anzahl an 
transposablen Elementen benötigt, die eine Domäne ausbilden, welche für die Funktionalität 
der Centromere entscheident ist (Jin et al., 2005). Dabei wird diese Domäne nicht nur von 
einem transposablen Element gebildet (Jin et al., 2005). Dies korreliert wiederum mit den 
Kenntnissen, dass in D. discoideum auch Skipper in centromere Bereiche integriert 
(Glöckner und Heidel, 2009). Die unkontrollierte Vermehrung von DIRS-1-Elementen wäre 
zusammenfassend vermutlich letal für die Zelle. TRE5-A dagegen integriert spezifisch in die 
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Nähe von tRNA-Genen (Marschalek et al., 1989; Hofmann et al., 1991; Marschalek et al., 
1992), die vermutlich genomisch „sichere“ Integrationsorte darstellen.  
 
7.3 Förderung der TRE5-A-Expression durch zelleigene Suppression von 
Komponenten des RNAi-Systems 
 
Die Auswertung der RNA-Seq-Experimente ergab, dass CbfA die Argonauten-Proteine AgnC 
und AgnE supprimiert. Dies bedeutet, dass beide womöglich CbfA-abhängig reguliert 
werden. Es konnte gezeigt werden, dass beide Argonauten-Proteine die TRE5-A-Expression 
unterdrücken und AgnC auch die Retrotransposition von TRE5-A reduziert (siehe Manuskript 
4). Ebenso fördert CbfA Expression und Retrotransposition von TRE5-A (siehe Manuskript 
1). Im Laufe dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass beide Prozesse in direktem 
Zusammenhang stehen. So supprimiert CbfA die Argonauten-Proteine AgnC und AgnE und 
beeinflusst damit TRE5-A positiv, indem es die Funktion der RNAi-Maschinerie in der 
Regulation von TRE5-A unterdrückt. 
An dieser Stelle muss erwähnt werden, dass die Regulation von AgnC und AgnE durch CbfA 
möglicherweise über verschiedene Wege erfolgt. Komplementationsstudien, in welchen 
rekombinantes CbfA oder rekombinante CTD von CbfA in JH.D exprimiert werden, führten 
nur im Fall von AgnC zu einer fast vollständigen Komplementation (siehe Manuskript 4). Im 
Fall von AgnE konnte keine statistisch signifikante Reduzierung der Überexpression durch 
CbfA ermittelt werden. Jedoch ist erwähnenswert, dass komplettes rekombinantes CbfA die 
agnE-Überexpression immerhin um 52 % senkt. Durch die CTD erfolgt keine 
Komplementation. An dieser Stelle kann spekuliert werden, ob die verschiedenen 
Proteindomänen von CbfA für diese unterschiedliche Regulation von AgnC und AgnE durch 
CbfA verantwortlich sind oder ob CbfA überhaupt an der AgnE-Regulation beteiligt ist. 
Nach Betrachtung der Ergebnisse stellt sich die Frage, warum CbfA als ein zelleigener 
allgemeiner Transkriptionsregulator den AgnC/AgnE-abhängigen Weg des zelleigenen RNAi-
Systems unterdrückt und somit TRE5-A-Expression und –Retrotransposition unterstützt. 
RNAi evolvierte womöglich als ein Abwehrprozess gegen Viren und Transposons und die 
ersten entdeckten siRNAs stammten von Viren (Hamilton und Baulcombe, 1999; Baulcombe, 
2004). Viren haben einige Abwehrmechanismen entwickelt, die es ihnen ermöglichen, dass 
Wirts-RNAi-System zu umgehen beziehungsweise zu hemmen. So findet beispielsweise im 
Fall des Flock house virus aus Drosophila melanogaster die virale Replikation in 
Membranvesikeln statt und die Zwischenstufen sind dem RNAi-System somit nicht 
zugänglich (Miller et al., 2001; Kopek et al., 2007; Venter und Schneemann, 2008). Auch 
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kodieren Viren für Suppressoren des RNAi-Systems, die zum Beispiel an dsRNA binden und 
Dicer-Proteine inhibieren (van Rij, 2006). Für Transposons beziehungsweise 
Retrotransposons sind solche Strategien nicht bekannt. Jedoch zeigen einige Studien in 
Drosophila und Arabidopsis, dass kleine RNAs (sRNA) von transposablen Elementen (TE) in 
der Lage sind, die Expression von Wirtsgenen zu beeinflussen und zwar durch partielle 
Sequenzübereinstimmungen zwischen TE-sRNA und mRNA des entsprechenden Wirtgens 
(Rouget et al., 2010; McCue et al., 2013). In Arabidopsis konnte gezeigt werden, dass TEs 
damit in der Lage sind, Mechanismen zu supprimieren, die für die Stilllegung von TEs 
verantwortlich sind (McCue et al., 2013). Diese Abwehrmechanismen existieren allerdings 
unabhängig vom RNAi-System in Arabidopsis und können mit den in dieser Arbeit 
erhaltenen Daten schwer verglichen werden. In D. discoideum wird DIRS-1 erfolgreich durch 
RNAi supprimiert, die TRE5-A-Suppression durch RNAi jedoch durch CbfA unterbunden. So 
lässt sich spekulieren, ob TRE5-A in irgendeiner Form möglicherweise positive Effekte auf 
die Zelle hat. So ist in Saccharomyces cerevisiae kein RNAi-System detektierbar und der 
Verlust des RNAi-Systems scheint positiv für S. cerevisiae zu sein. So kann ein sogenanntes 
Killervirus von der Zelle beherbergt werden, welches dazu führt, dass Killer-positive Stämme 
das Wachstum Killer-negativer Stämme inhibieren, was zu einem klaren Vorteil führt (Welsh 
und Leibowitz, 1982; Billmyre et al., 2013). Durch Expression verschiedener RNAi-
Komponenten wie Dicer- und Argonauten-Proteine in S. cerevisiae kann das RNAi-System 
erfolgreich aktiviert werden (Drinnenberg et al., 2009). Der Effekt des Killervirus wird 
tatsächlich unterbunden, wenn das RNAi-System in S. cerevisiae aktiviert wird (Drinnenberg 
et al., 2009). Daher ist der Verlust von RNAi in S. cerevisiae für diesen Organismus von 
Vorteil. Da TRE5-A sehr spezifisch in die Nähe von tRNA-Genen integriert (Marschalek et 
al., 1989; Marschalek et al., 1992; Hofmann et al., 1991) und die Integration dort vermutlich 
nicht zu Veränderungen anderer Gene führt, wird dies womöglich keine Vorteile für die Zelle 
bringen. Daher ist es unwahrscheinlich, dass D. discoideum über CbfA TRE5-A positiv 
reguliert, um zum Beispiel Wachstums- und Entwicklungsvorteile zu erhalten. Allerdings 
könnte die erfolgreiche Retrotransposition von TRE5-A D. discoideum ein gewisses Maß an 
Genomflexibilät schaffen, die positiv für die Zelle wäre. Es wäre aber auch möglich, dass die 
positive Regulation von TRE5-A von der Zelle nur toleriert wird und die Kontrolle einer 
Komponente des RNAi-Systems aus vermutlich evolutionärem Druck das eigentliche Ziel der 
Zelle gewesen ist. Dadurch wurde die TRE5-A-Supprimierung durch RNAi aufgehoben. Da 
TRE5-A jedoch in „sichere“ Orte integriert, könnte dies von der Zelle in Maßen tolerierbar 
sein. Wieso sollte die Zelle aber die agnC-Expression auf geringem Niveau halten 
beziehungsweise warum besitzt dieses Gen einen starken Promotor, wenn es nicht 
exprimiert werden soll? Die Funktion von AgnC in D. discoideum ist bisher völlig unbekannt. 
Die Expression dieses Gens ist sowohl im vegetativen Stadium als auch während der 
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Entwicklung sehr gering (Stajdohar et al., 2015). cbfA hingegen wird stärker exprimiert und 
das Proteinlevel bleibt auch während der Entwicklung immer konstant (Stajdohar et al., 2015; 
unpublizierte Daten). Ob eine der Funktionen von CbfA die Supprimierung von AgnC ist, 
bleibt trotzdem spekulativ. Es wäre entscheidend herauszufinden, welche Gene von AgnC 
noch reguliert würden, wenn es nicht durch CbfA supprimiert wird. Vergleichende RNA-Seq-
Analysen zwischen Wildtyp-, JH.D- und GA-AgnC-Stämmen könnten darüber erste 
Informationen bieten. Ob CbfA agnC direkt durch Bindung an dessen Promotor reguliert, 
könnte wie in Manuskript 1 mit Hilfe eines Luciferase-Assays gestestet werden. Besteht eine 
Regulation des agnC-Promotors, sollte ein signifikanter Unterschied in der Promotoraktivität 
zwischen Wildtyp und CbfA-unterexprimierendem Stamm JH.D detektierbar sein.  
 
7.4 Beeinflussung der Retrotransposition von TRE5-A durch CbfA 
 
CbfA beeinflusst die Retrotransposition von TRE5-A (siehe Manuskript 1), scheinbar noch 
auf anderem Weg ohne Regulation des RNAi-Systems. Die Verminderung der CbfA-
Expression führt in JH.D zu einer Reduktion der Retrotransposition von TRE5-A um mehr als 
90 %. Revertiert werden kann dieser Effekt ausschließlich durch Expression eines 
kompletten CbfA-Proteins. Die CTD von CbfA allein ist nicht befähigt, die verminderte 
Retrotransposition aufzuheben. Im Fall der TRE5-A-Expression dagegen ist die CTD allein 
ausreichend, um die Menge an TRE5-A-Transkripten zu erhöhen. Werden daher Expression 
und Retrotransposition von TRE5-A durch unterschiedliche Funktionen von CbfA reguliert? 
Da das komplette CbfA für die Retrotransposition nötig ist, lässt sich über eine Rolle der 
JmjC/ZF-Region in diesem Prozess spekulieren. CbfA ist ein DNA-bindendes Protein. Die 
TRE5-A-Transposition erfolgt jedoch vermutlich über die target-primed reverse transcription 
(Manuskript 1). Dabei entsteht jedoch keine dsDNA-Zwischenstufe, an die CbfA binden 
könnte (siehe Einleitung 3.2 und 3.2.1). Für die JmjC/ZF-Region wird eine Chromatin-
umgestaltende Funktion vermutet. Vielleicht führt eine durch CbfA regulierte Änderung des 
Chromatins an den tRNA-Genen als Intergrationsort für TRE5-A zu einer vereinfachten 
Integration? Die zweite Zinkfinger-Region von CbfA besitzt Ähnlichkeit zum Plant-homeo-
domain-Typ von Proteinen, die an Nukleosomen binden (Bienz, 2005; Sanchez und Zhou, 
2011). Nukleosomen sind eine Organisationsstruktur des Chromatins. Dabei sind 147 bp 
DNA um ein Histon-Oktamer gewickelt (Richmond und Davey, 2003). Benachbarte 
Nukleosomen sind über einen 10 bis 50 bp langen DNA-Abschnitt miteinander verbunden 
(van Holde, 1989). tRNA-Gene sind in Regionen eingebettet, die nur eine geringe 
Nukleosomenverbreitung aufweisen, wahrscheinlich bedingt durch ihre essentielle Rolle in 
der Translation oder durch die Bindung der RNA-Polymerase III (Westenberger et al., 2009). 
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Außerdem ist bekannt, dass die Position von Nukleosomen durch DNA-bindende oder 
Chromatin-modellierende Proteine verändert werden kann (Vinayachandran et al., 2009). 
Kann demnach TRE5-A in eine Region zwischen Nukleosom und RNA-Polymerase III 
integrieren, weil CbfA womöglich die Position von Nukleosomen verändert? Die 
Nukleosomenposition und deren mögliche Änderung lassen sich experimentell nachweisen. 
Platt et al. haben 2013 in D. discoideum eine Methode etabliert, welche die genaue Position 
von Nukleosomen ermitteln kann: Dabei nutzt man die Micrococcal-Nuklease, die präzise in 
dem DNA-Abschnitt zwischen zwei Nukleosomen schneidet. Die freigesetzte, durch 
Nukleosomen geschützte DNA wird dann sequenziert und die erhaltenenen Sequenzen aufs 
Genom kartiert. Mit Hilfe dieser Methode können Nukleosompositionen von Wildtyp und 
Mutanten verglichen werden. Sollte in JH.D eine zum Wildtyp veränderte Position der 
Nukleosomen an tRNA-Genen festgestellt werden, die auch rein durch die Integration von 
TRE5-A resultieren könnte, müsste geprüft werden, ob CbfA vielleicht an die Histone der 
Nukleosomen bindet. Dies könnte durch Hybridisierungsexperimente getestet werden. Zu 
allererst muss jedoch die Funktion der JmjC/ZF-Region von CbfA aufgeklärt werden, ob 
diese wirklich Chromatin-verändernde Aufgaben ausübt. 
 
7.5 Funktion des Transkriptionsregulators CbfA  
 
Entdeckt wurde der C-Modul-bindende Faktor A (CbfA) aus D. discoideum durch seine 
Bindung an das C-Modul des Retrotransposons TRE5-A in vitro (Geier et al., 1996). Um 
mehr über die Funktion von CbfA in der Zelle zu erfahren, wurde die CbfA-
Supressionsmutante JH.D erstellt, welche einen starken Entwicklungsdefekt aufweist 
(Winckler et al., 2001). Zunächst konnte mit Microarray-Analysen von Wildtyp und JH.D 
gezeigt werden, dass es sich bei diesem Protein um einen allgemeinen 
Transkriptionsregulator handelt, der in der Zelle viele verschiedene Gene positiv 
beziehungsweise negativ beeinflusst, wobei die CTD von CbfA als eine eigenständige 
genregulatorische Einheit dargestellt werden konnte (Lucas et al., 2009). Im Vergleich zu 
Microarray-Analysen können die Next-Generation-Sequencing-Technologien qualitativ und 
quantitativ eine weitaus höhere Sensitivität und Genauigkeit vorweisen. Um noch mehr über 
die Funktion von CbfA aussagen zu können, wurde in dieser Arbeit mittels RNA-Seq noch 
einmal die Genexpression von Wildtyp und JH.D verglichen. Mit Hilfe dieser Methode 
konnten 1030 CbfA-abhängige Gene identifiziert werden, welche mindestens eine dreifache 
Änderung der Genexpression im Vergleich zum Wildtyp aufweisen. Von diesen 1030 
ermittelten Genen, waren nur 35 % auf dem Microarray vertreten. Dies zeigt die 
Notwendigkeit, die Analyse der Genexpression zur Ermittlung CbfA-abhängiger Gene mit 
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einer sensitiveren Methode zu wiederholen. Außerdem konnten die durch RNA-Seq 
erhaltenen Ergebnisse ausgewählter Gene mit Hilfe von quantitativer RT-PCR (qRT-PCR) 
bestätigt werden (siehe Manuskript 2). In diesen wurde die Expression verschiedener CbfA-
abhängiger Gene in Zellkulturen gemessen, die unabhängig von denen sind, die für die 
RNA-Seq-Experimente genutzt wurden. Dies deutet auf eine gute Reproduzierbarkeit der 
erhaltenen Ergebnisse hin.  
Die von Winckler und Kollegen 2001 ermittelten Phänotypen von JH.D wie verringerte 
Phagozytoserate und verlangsamtes Wachstum auf Bakterien lassen sich gut mit den 
ermittelten CbfA-abhängigen Genen in Beziehung bringen. So finden sich viele von CbfA 
positiv beeinflusste Gene, deren Proteine an Prozessen wie der Zusammensetzung von 
Phagozytosevesikeln, der Zusammensetzung des Zytoskeletts und allgemeinen zellulären 
Prozessen wie der Zellteilung beteiligt sind. Im Stamm JH.D, in welchem CbfA nur zu ca. 
5 % exprimiert wird (Winckler et al., 2001), sind diese Gene unterexprimiert. Dies führt in der 
Folge zu den ermittelbaren Phänotypen. Allerdings liefern Gene von an Phagozytose 
beteiligten Proteinen in sowohl RNA-Seq, qRT-PCR als auch Microarray-Analysen 
verschiedene Ergebnisse. Da in jedem dieser Experimente verschiedene Kulturen verwendet 
wurden, scheint die Ursache in einer kulturabhängigen und sehr variablen Expression der 
betroffenen Gene zu liegen. Dies scheint plausibel, da auch der Prozess der Phagozytose in 
D. discoideum an sich ebenfalls zu einer schnellen Anpassung der Zellen und damit 
schnellen Änderung der Expression beteiligter Gene führt (Vogel et al., 1980; Bozzaro et al., 
1987; Bracco et al., 1997; Balbo und Bazzaro, 2006; Sillo et al., 2008). 
Auch wurde mittels RNA-Seq überprüft, welchen Einfluss eine konstitutive Expression der 
CTD von CbfA in JH.D auf die Genregulation hat. Es konnte gezeigt werden, dass ein 
erstaunlich hoher Anteil von CbfA beeinflussten Genen allein durch die CTD reguliert wird. 
So reagierten 85 % der positiv und 76,7 % der negativ von CbfA regulierten Gene auf die 
konstitutive Expression der CTD im JH.D-Hintergrund. Viele Gene sind demnach allein durch 
die CTD regulierbar, ohne dass der Rest des CbfA-Proteins dafür benötigt wird. Rund 70 % 
dieser CTD-regulierten Gene zeigten ein stärkeres Expressionslevel als im Wildtyp. Die 
Expression der entsprechenden Gene erfolgte demzufolge nicht nur wieder auf 
Wildtypniveau, wurde also komplementiert, sondern darüber hinaus. Da die konstitutiv 
exprimierte CTD in JH.D stark überexprimiert ist, was durch Western Blot bestätigt werden 




7.5.1 Die Familie der C-Modul-bindender-Faktor-ähnlichen Proteine 
 
In dieser Arbeit konnte eine neue Proteinfamilie definiert werden, die „C-Modul-bindender-
Faktor-ähnlichen Proteine“. Sie ist definiert über eine konservierte JumonjiC/Zinkfinger 
1/Zinkfinger 2 (JmjC/ZF1/ZF2)-Architektur mit variabler CTD. Dazu gehören die CbfA-
Proteine der Dictyosteliidae, die CbfA-ähnlichen (CbfB-) Proteine der Dictyosteliidae und 
CbfA-ähnliche Proteine in Pilzen (Abbildung 7.4).  
 
 
Abb. 7.4: Phylogenie der Cbf-ähnlichen Proteine und schematische Darstellung von CbfA und CbfB aus 
D. discoideum und DMM-1 aus Neurospora. Proteinsequenzen, die der JmjC/ZF-Region des D. discoideum 
CbfAs entsprechen wurden mit ClustalX 2.0 aligned und mit Tree-Puzzle 5.2 analysiert. Jmj: Jumonji-Domäne; 
ZF: Zinkfinger; NRD: Asparaginreiche Domäne; AT:AT-Haken; CTD: Carboxy-terminale Domäne. (siehe auch 
Manuskript 2 für weitere Informationen). 
 
Die CbfA-ähnliche ZF-Region findet sich auch in Proteinen von Pflanzen und Tieren. Diese 
Proteine weisen dann aber nur ZF1 oder ZF2 auf. Ebenfalls konnte die typische Kombination 
der ZF mit einer JmjC-Domäne in Pflanzen und Tieren nicht gefunden werden. Jedoch findet 
sich diese Kombination in verschiedenen filamentösen Pilzen, in Naegleria gruberi und in 
Acanthamoeba castellanii und natürlich in allen vier Gruppen der Dictyosteliidae (Abb. 7.4). 
Phylogenetische Analysen dieser Region zeigten eine deutliche Trennung zwischen den 
CbfA-Proteinen der Dictyosteliidae und den CbfA-ähnlichen Proteinen (CbfB) der 
Dictyosteliidae und deren Orthologen in Pilzen. Die ZF2-Region ist in allen Organismen hoch 
konserviert. Dagegen zeigen sich in der ZF1-Region kleine Sequenzunterschiede. Diese 
führen zu der Annahme, dass es sich bei CbfB um die ursprüngliche Form des ZF1 handeln 
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könnte. So teilen sich ZF1-Regionen von CbfB-Proteinen aus D. fasciculatum, eine der am 
frühesten divergierte Art der Dictyosteliidae, und Pilzen ein Sequenzmotiv (siehe Manuskript 
2). Eine kurze Verlängerung dieser Sequenz führte vermutlich zu einem Motiv, welches sich 
nur in CbfA-Proteinen der Dictyosteliidae finden lässt. So lässt sich zusammenfassen, dass 
sich die CbfA-ähnlichen Proteine vermutlich vor der Abspaltung der Dictyosteliidae entwickelt 
haben. In der Evolution der Dictyosteliidae entwickelten sich dann wahrscheinlich aus den 
CbfB-Proteinen die CbfA-Proteine.  
Über die Funktionen dieser neu definierten Proteinfamilie der „C-Modul-bindender-Faktor-
ähnliche Proteine“ lässt sich nur spekulieren. So ist DMM-1 (DNA Methylation Modulator-1) 
aus Neurospora crassa (Abbildung 7.4) an der Inhibierung einer Ausbreitung der 
Methylierung von Histon-3-Lysin-9 beteiligt (Honda et al., 2010). Dabei sind die JmjC- und 
ZF-Regionen für die Funktion des Proteins entscheidend und Deletionen und Mutationen in 
diesen Domänen führen zum Funktionsverlust (Honda et al., 2010). Die JmjC/ZF-Region von 
DMM-1 zeigt eine hohe Ähnlichkeit zu CbfA aus D. discoideum, die CTDs der beiden 
Proteine sind jedoch verschieden. Über eine Funktion der CTD von DMM-1 ist bislang nichts 
bekannt, nur dass sie für die Funktionsweise des Proteins nicht entscheidend ist (Honda et 
al., 2010). Ob die JmjC/ZF-Region von CbfA aus D. discoideum ebenfalls eine 
demethylierende Funktion ausübt, muss erst untersucht werden. Die hohe 
Sequenzähnlichkeit zu DMM-1 lässt aber darauf schließen. Ebenso dürften die anderen 
Proteine dieser Familie ähnliche Funktionen ausüben, da gerade die JmjC/ZF-Region eine 
hohe Konservierung aufweist.  
 
7.5.2. CbfA-Proteine der Dictyosteliidae 
 
Durch Strukturanalysen von CbfA mit CbfA-Proteinen anderer Dictyosteliidae-Arten konnte 
herausgefunden werden, dass die jeweiligen CTDs dieser Proteine innerhalb der 
Dictyosteliidae gut konserviert sind. Die Dictyosteliidae sind in den Gruppen 1 bis 4, aufgrund 
der Analyse der Sequenzen der kleinen Untereinheit der rRNA und dem Vergleich von -
Tubulin, eingruppiert (Schaap et al., 2006). D. discoideum wurde der Gruppe 4 zugeordnet. 
Die CTDs der CbfA-Proteine innerhalb der Gruppe 4 weisen eine Identität von bis zu 98 % 
auf. Verglichen mit den Gruppen 1, 2 und 3 weisen die CTDs der entsprechenden Arten 
noch Identitäten von mehr als 40 % auf. Des Weiteren sind die CbfA-CTDs dieser Gruppen 
verlängert, ohne dass diese Verlängerungen Homologien zueinander erkennen lassen. Um 
zu testen, ob diese Domänen auch funktionell ähnlich sind, wurde die CTD von 
Polysphondylium pallidum konstitutiv in JH.D (D. discoideum) exprimiert und die Änderungen 
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der Genexpression durch RNA-Seq ermittelt und mit der Expression der D. discoideum-CTD 
in JH.D verglichen. P. pallidum gehört der Gruppe 2 an und divergierte damit schon frühzeitig 
von den Gruppe-4-Arten wie D. discoideum. Erstaunlicherweise wurden dennoch 73,3 % der 
CbfA-aktivierten und 51,4 % der von CbfA negativ regulierten Gene von der artfremden CTD 
wiederhergestellt. Dies weist nicht nur auf eine strukturelle Konservierung, sondern viel mehr 
auch auf eine funktionelle Konservierung der CTDs der CbfA-Proteine innerhalb der 
Dictyosteliidae hin. Dies ist besonders bemerkenswert im Hinblick auf die 600 Millionen 
Jahre Evolutionszeit der Dictyosteliidae (Glöckner und Noegel, 2013). Erwähnenswert ist 
außerdem, dass D. discoideum einen höheren A/T-Gehalt im Genom aufweist als 
P. pallidum (Heidel et al., 2011). Die CTD von D. discoideum benötigt die Bindung an A/T-
reiche Sequenzen in vitro und in vivo, um seine genregulatorische Funktion auszuführen 
(Horn et al., 1999; Lucas et al., 2006). Umso bemerkenswerter ist die Tatsache, dass die 
P. pallidum-CTD die Expression einer derart hohen Anzahl von Genen im Genom von 
D. discoideum wiederherstellen kann.  
Innerhalb der Dictyosteliidae sind die CTDs der CbfA-Proteine konserviert. Jedoch sind die 
CTDs der CbfB-Proteine (CbfA-ähnliche) der Dictyosteliidae verlängert, und sie zeigen 
keinerlei Ähnlichkeit zueinander Dies lässt in Zusammenhang mit der Konservierung der 
JmjC/ZF-Region vermuten, dass sich diese CTDs evolutionär schneller entwickelt haben, 
vermutlich unter Art-spezifischem Anpassungsdruck. 
Die Unterschiede zwischen den CbfA- und CbfB-Proteinen der Dictyosteliidae führen 
vermutlich zu Spezifikationen in ihren Proteinfunktionen. So kann im D. discoideum-Stamm 
JH.D CbfB nicht die ausgefallenen Funktionen von CbfA übernehmen, sonst könnte sich ein 
so ausgeprägter Phänotyp wie in JH.D vermutlich nicht ausbilden. Welche Unterschiede in 
den Funktionen beider Proteine aber genau liegen, muss noch weiter untersucht werden. 
Bisher war die Stilllegung des cbfB-Gens in JH.D noch nicht möglich, was jedoch 




Die posttranskriptionelle Regulation von TRE5-A konnte in dieser Arbeit soweit aufgeklärt 
werden, dass die Argonauten-Proteine AgnC und AgnE als Komponenten des RNAi-
Systems in D. discoideum TRE5-A regulieren. Dabei bleibt weiter zu klären, ob das Dicer-
Protein DrnA für die Synthese der siRNAs von TRE5-A verantwortlich ist. Die Herstellung 
eines entsprechenden drnA--Stammes wäre für die Beantwortung dieser Fragestellung 
hilfreich. Auch Nachweise der Bindung von siRNA von TRE5-A in RISC-Komplexe mit 
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entweder AgnC oder AgnE als Kernkomponente und der Beweis des Abbaus von TRE5-A-
RNA durch RISC wären für die noch detailliertere Aufklärung der Abfolge der 
posttranskriptionellen Regulation von TRE5-A interessant. 
Die Genaktivierungsmutanten von AgnC und AgnE könnten weiterführend zum Beispiel 
durch RNA-Seq-Experimente charakterisiert werden, um noch mehr über die Funktion dieser 
Proteine zu erfahren. Vielleicht lässt sich dann besser aufklären, warum die Zelle einen 
Transkriptionsregulator zur möglichen Kontrolle von Komponenten des RNAi-Systems 
einsetzt.  
DIRS-1 und TRE5-A werden durch verschiedene RNAi-Komponenten in unterschiedlicher 
Art und Weise reguliert. Daher scheint es interessant, auch die Regulation anderer 
Transposons in D. discoideum aufzuklären. Die Aufklärung der Funktionen der übrigen 
Argonauten-Proteine und deren eventuelles Zusammenspiel mit den RNA-abhängigen RNA-
Polymerasen und Dicer-Proteinen könnte ebenfalls hilfreich für die Klärung der 
Dictyostelium-eigenen Transposonregulation sein. Auch bei DIRS-1 ist noch unklar, ob DrnA 
die siRNAs synthetisiert, die dann zur Hemmung des Transposons führen. 
Diese Arbeit konnte Aufschluss über die Funktionen von CbfA und dessen CTD geben. 
Allerdings bleibt offen, welchen Einfluss und welche Funktionen die JmjC/ZF-Region hat. So 
wie die CTD in JH.D, einem Stamm mit geringer CbfA-Expression, exprimiert wurde, um die 
Funktion zu studieren, könnten ähnliche Experimente mit der JmjC/ZF-Region durchgeführt 
werden. Als möglicher Chromatin-Modellierer hätte CbfA vielleicht Einfluss auf die 
Nukleosomenstruktur in der Nähe von tRNA-Genen und könnte dadurch die Transposition 
von TRE5-A positiv beeinflussen. Daher wäre eine vergleichende Überprüfung der 
Nukleosomenpositionen in JH.D und Wildtyp mit Hilfe der Micrococcal-Nuklease und 
anschließender Sequenzierung der durch Nukleosomen geschützten DNA wahrscheinlich 
lohnend. 
Sehr interessant scheint auch die Aufklärung der Funktion des CbfA-ähnlichen Proteins CbfB 
in D. discoideum. Sind die Aufgaben dieses Proteins ähnlich zu denen von CbfA? Besitzt 
auch die CTD von CbfB eigenständige Funktionen und wenn ja welche? Eine Mutante 
ähnlich zu JH.D, die nur geringe Mengen von CbfB exprimiert, oder ein cbfB--Stamm könnte 
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